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RÉSUMÉ 
TITRE : Rôle de FXRa sur la croissance et la différenciation dans les modèles 
cellulaires d'adénocarcinomes coliques 
Yolaine Robitaille 
Département d'anatomie et de biologie cellulaire, faculté de médecine et des sciences de 
la santé, Université de Sherbrooke 
FXRa fait partie de la super famille des récepteurs nucléaires, agissant comme 
facteur de transcription en hétérodimérisant avec RXRa pour moduler de façon 
dépendante au ligand, l'expression de gènes cibles en reconnaissant principalement 
l'élément de réponse IR-1. FXRa est retrouvé principalement dans le foie, les reins, les 
glandes surrénales et l'intestin. Il module différents gènes impliqués dans le métabolisme 
des acides biliaires, des glucides et des lipides. Les ligands physiologiques de FXRa chez 
l'adulte sont principalement les acides biliaires. 
Une augmentation des acides biliaires secondaires dans les selles est associée au 
risque plus élevé de développer le cancer du côlon. Or, l'expression de FXRa est 
considérablement réduite dans les adénomes et les différents stades de carcinomes du 
côlon. Une diminution de FXRa dans les adénomes laisse présager un rôle suppresseur de 
tumeur dans la carcinogenèse colique puisque l'adénome est un stade précoce du cancer. 
Dans l'iléon, on observe l'expression de FXRa dans les cellules différenciées de la 
villosité et dans la section intervilleuse, laissant supposer un rôle de FXRa dans la 
différenciation terminale des cellules intestinales. 
Dans le but de déterminer le rôle de FXRa au niveau de la prolifération et la 
différenciation dans les modèles cellulaires cancéreux du côlon, une surexpression et une 
sous-expression stables de FXRa par lentivirus ont été effectuées dans différentes lignées 
cellulaires cancéreuses de côlon. Par des courbes de croissance où FXRa est surexprimé 
dans les lignées HCT-116, HT-29 et DLD-1 et l'utilisation de CDCA, acide biliaire 
primaire et GW4064, ligand synthétique spécifique pour FXRa, nous avons obtenu 
plusieurs évidences associant l'activation de FXRa à une diminution de la prolifération 
cellulaire. Avec les courbes de croissance utilisant les cellules DLD-1, nous avons 
observé que l'activation spécifique de FXRa par GW4064, diminue l'effet proprolifératif 
du CDCA. Par PCR quantitatif, nous avons observé que l'activation spécifique de FXRa 
par GW4064 induit une modulation génique à la baisse de COX-2, un gène impliqué dans 
la carcinogenèse colique et une modulation à la hausse de Bcl-2, une protéine anti-
apoptotique. L'activation spécifique de FXRa par GW4064 dans les cellules Caco 2/15, 
où FXRa est exprimé à post-confluence, a permis d'observer une augmentation de l'état 
de différenciation. Par PCR quantitatif nous avons observé une modulation génique à la 
hausse de la sucrase isomaltase (S.I.), une enzyme présente dans les cellules différenciées 
de Pépithélium intestinal de l'intestin et p27, une protéine d'arrêt du cycle cellulaire et du 
maintien de l'état de différenciation dans les cellules Caco 2/15 à 10 jours post-
confluence. Ces résultats sont appuyés par une modulation à la baisse de la S.I. et de 
l'occludine, une protéine des jonctions serrées, en absence de FXRa par expression stable 
de Sh-FXR dans les cellules Caco 2/15 à 10 jours post-confluence. 
En conclusion, les résultats obtenus soutiennent l'hypothèse d'une activité suppresseur de 
tumeur pour FXRa, par une diminution de croissance cellulaire et une augmentation de 
l'état de différenciation épithéliale intestinale. 
INTRODUCTION 
1 Farnesoid X Récepteur (FXR) 
1.1 Superfamille des récepteurs nucléaires 
La super famille des récepteurs nucléaires comprend chez l'humain plus de 48 
protéines fonctionnelles. Elle regroupe des facteurs de transcriptions dont l'activité 
dépend d'un ligand transformant les signaux extracellulaires en réponse transcriptionnelle 
(Otte K. et al., 2003). La structure canonique des récepteurs nucléaires est formée de 5 
domaines (figure 1) (Robinson-Rechavi M. et al., 2003). 
Figur 
e 1 : Structure canonique des récepteurs nucléaires (Mangelsdorf D.J., 1995) 
Le premier domaine retrouvé en N-terminal est le domaine A/B, il est peu conservé 
entre les récepteurs nucléaires. Cette section contient un domaine de transactivation (AF-
1) permettant la liaison avec des corégulateurs spécifiques qui modulent l'activité 
transcriptionnelle indépendante de la liaison à un ligand (Mangelsdorf D.J. et al, 1995). 
De plus, cette région est fréquemment le site de modifications post-transcriptionnelles, 
comme la phosphorylation (Diradourian C. et al., 2005, Shao D.. et Lazar M.A., 1999). 
1 
Le domaine C est un compartiment hautement conservé entre les récepteurs 
nucléaires, il contient une structure de liaison à l'ADN (DBD : DNA binding domain) 
constituée de deux doigts de zinc (Mangelsdorf D.J. et al., 1995). Cette structure permet la 
reconnaissance de séquences spécifiques, appelées éléments de réponses, présentes sur les 
promoteurs des gènes cibles du récepteur nucléaire (Mangelsdorf D.J. et al., 1995). On y 
retrouve aussi une section appelée extension carboxyterminale (CTE : C-terminal 
extension) qui forme une hélice a pouvant servir à la dimérisation ou encore à stabiliser la 
liaison à l'ADN de certains récepteurs nucléaires agissant sous forme de monomère. Un 
signal de localisation au noyau est également retrouvé chevauchant le domaine C et D 
(MangelsdorfD.J. é tal , 1995). 
Le domaine D est un domaine charnière entre le DBD et le domaine de liaison au 
ligand (LBD : ligand binding domain). Il est peu conservé entre les récepteurs nucléaires 
et son rôle principal est de permettre une conformation optimale du récepteur et de ses 
différents domaines. 
Le domaine E est constitué du domaine de liaison au ligand formant une poche 
hydrophobe. L'interaction du ligand dans cette poche induit un changement de 
conformation du récepteur nucléaire permettant le recrutement de coactivateurs au 
deuxième domaine de transactivation (AF-2) contenant un motif hautement conservé 
LXXLL (L pour leucine et X pour tout autre acide aminé). AF-2 est dépendant du ligand 
puisqu'il est accessible seulement après le changement conformationnel provoqué par la 
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liaison d'un ligand (Mangelsdorf D.J. et al., 1995). L'interaction du récepteur nucléaire 
avec les coactivateurs est nécessaire à l'activité transcriptionnelle de ceux-ci 
(Mangelsdorf D.J. et al., 1995). Certains récepteurs nucléaires peuvent avoir une activité 
dite constitutive puisqu'ils ne requièrent pas la liaison d'un ligand, tandis que l'activité de 
certains est dite dépendante du ligand, dû à la nécessité d'un ligand. Ce quatrième 
domaine permet également l'interaction avec un second récepteur nucléaire formant ainsi 
un dimère (Mangelsdorf D.J. et al., 1995). Les récepteurs nucléaires peuvent interagir 
avec l'ADN sous forme de monomère, d'homodimère en dimérisant avec le même 
récepteur nucléaire ou encore avec un récepteur nucléaire différent pour former un 
hétérodimère. Le dernier domaine, présent dans la région c-terminale de certains 
récepteurs nucléaires, est le domaine F. La fonction de ce domaine très peu conservé est 
encore inconnue. 
Afin de moduler la transcription de gènes, les récepteurs nucléaires recrutent un 
premier complexe protéique coactivateur permettant de remodeler la structure de la 
chromatine et un second complexe adaptateur entre les coactivateurs et la machinerie 
transcriptionnelle de base (R.Lacave et al. 2005). Les coactivateurs liant les récepteurs 
nucléaires possèdent le motif LXXLL de la famille des protéines pi60 (en rouge dans la 
figure 2), on y retrouve entre autres : SRC-1 steroid receptor coactivator-1), PRMT-1 
(protein arginine N-methyltransferasé), PGC-1 (peroxisome proliferator-activated 
receptor gamma co-activator-1) et pl20 (protéine 120 kDa). Ils permettent de créer un 
environnement transcriptionnellement permissif au niveau du promoteur génique et ainsi 
le recrutement de la machinerie transcriptionnelle de base. La machinerie 
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transciiptionnelle de base est constituée essentiellement de FBP (TA FA bmdmg protein), 
leconnaissant la séquence IÀFA située à emuon °0 nuclcolides en amont du site 
mirialem de la hdiiscnplion, de six dviiéicntes protéines IT1I (dansaiption fauor-II. 
FFIIA. IH1B, TFIIH, ITÏID. TF1IE, TFIIF) possédant toutes une Fonction paiticulièie 
dans l'assemblage et la stabilisation du complexe, et l'ARNpoI II (ARN polyméiase Tl) 
qui est le complexe piotéique synthétisant TARN. Le second complexe reciuté par les 
récepleuis nucléaires est appelé médiateur (en gris à figure 2) et agit comme aclivateur et 
adaptateur entre les coactivateuts et la machinerie transciiptionnelle de base. On retrouve 
les protéines DRIP (Vitamine Ds-Receptor Interacting Proteiri), TRAP (Thyroid hormone 
Receptot-Associated Protem) et SWI/SNF (SWItchin deficient/Sucrose Non Fermanting) 
(R.Lacave et al. 2005). 
F i g u r e 2 \îécanismc tran&ci 'pisonnel des êeceoteuts nH<iei»e<< 
Schéma ilkisiranf 'es tjiikrenfs complexes impliques d<tns I udiute liansutplionnelL iLs iucepleuis 
twdeanes l'iotcmes du complexe de ienioc'cla<,e de la chiom nue (touee) inteiamssant avex les lec^pU-uis 
nucléaires et le complexe mediatem (gns) 1 a iruchiiiene tiinsuiptionnelle Je hase ^e tioiae ente duix 
!mcltosonit/> (bLues) aiinpjciant 1 ADN 
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L'ordre dans lequel les différents complexes sont assemblés peut varier selon les 
récepteurs nucléaires impliqués et les séquences retrouvées sur le promoteur (RLacave et 
al. 2005). 
La super famille des récepteurs nucléaires est subdivisée en six sous-familles. Ce 
classement est basé sur l'évolution des domaines DBD et LBD, qui sont des domaines 
assez bien conservés entre les différents récepteurs nucléaires (Laudet V., 1997). La sous-
famille 1 est la plus importante, elle est constituée entre autres de TR (Thyroid hormone 
Receptor), VDR (Vitamin D3 Receptor), PPAR (Peroxisome Proliferator Activated 
Receptor), LXR (Liver X Receptor), RAR (Retinoic Acid Receptor) et FXR. La deuxième 
sous-famille contient les récepteurs nucléaires hétérodimérisant avec RXRa (Reinoic X 
Receptor), elle inclue HNF4 (Hepatocyte Nuclear Factor 4), COUP TFII (Chicken 
Ovalbumin Upstream Promoter Transcription Factor II), TR2 (Testicular orphan 
Receptor 2) et RXRa. Les récepteurs des hormones stéroïdiennes forment la troisième 
sous-famille, on y retrouve ER (Estrogen Receptor), ERR (Estrogen Related Receptor), 
AR (Androgen Receptor), GR (Glucocorticoie Receptor), MR (Mineralocorticoid 
Receptor) et PR (Progestérone Receptor). Les sous-familles 4 à 6 contiennent les 
récepteurs nucléaires orphelins caractérisés par les domaines C et/ou E atypiques, on y 
trouve SHP (small heterodimer partner) et LHR-1 (Liver receptor homolog-1) (Laudet 
V., 1997). 
1.2 Activité transcriptionnelle de FXR 
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Une fois le ligand inséré dans la poche hydrophobe du récepteur nucléaire FXRa, le 
complexe RXRa/FXRa interagit avec l'élément de réponse de façon à ce que RXRa lie le 
premier hexamere et FXRa le deuxième (figure 3) (Lee F.Y., 2006). Différents 
coactivateurs sont recrutés et impliqués dans l'activité transcriptionnelle de RXRa/FXRa : 
l'histone acétyltransférase SRC-1 (Pellicciari R. et al., 2002), l'histone méthyltransférase 
appelée PRMT-1 (Rizzo G. et al., 2005), PGC-1 (Zhang Y. et al., 2004), pl20, pBP 
{PPAR Binding Protein, protéine du complexe TRAP/DRP) (Zhang Y. et al., 2003) et 
DRIP205 (VDR Interacting Protein 205) (Pineda Torra I. et al., 2004). 
FXRa est donc un récepteur nucléaire agissant comme facteur de transcription 
dépendant d'un ligand et de son hétérodimérisation avec RXRa. FXRa module 
l'expression de plusieurs gènes par la reconnaissance de différents éléments de réponses 
situés dans le promoteur de ses gènes cibles (tableau 1, en annexe). 
1.3 Ligands physiologiques et synthétiques de FXRa 
Le récepteur farnésoid X (FXR) a été découvert en 1995 à partir d'ADNc de foie 
provenant du rat (Forman B.M. et al, 1995). Il a été nommé ainsi dû à son premier ligand 
découvert, le farnésol, qui est un métabolite de la voie de synthèse du cholestérol. 
Toutefois pour que le farnésol active FXRa il doit être utilisé à des concentrations supra-
physiologiques (Forman B.M. et al, 1995). Ce n'est que 3 ans plus tard que son ligand 
physiologique fut découvert par trois équipes différentes (Makishima M. et al, 1999, Paks 
DJ. et al, 1999, Wang H. et al, 1999). Il a été observé que les acides biliaires peuvent lier 
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et transactiver FXRa, et ce à des concentrations physiologiques. Dans l'organisme, on 
retrouve des concentrations d'acides biliaires variant de 5 à 320 uM. De fait, la 
concentration d'acides biliaires produisant 50% de la réponse maximale (EC50) sur FXRa 
est de 50 uM (Wang H. et al., 1999). 
Les 4 acides biliaires suivants : CDCA, DCA, CA, UDCA et leurs formes 
conjuguées (section 2.1) sont des agonistes de FXRa et modulent à des niveaux différents 
les gènes cibles de FXRa (Lew J-L. et al., 2004). Le CDCA est le plus puissant activateur 
de FXRa et le CA est celui qui l'active le moins (figure 4) (Yu J. et al., 2002). Ces 
résultats suggèrent l'induction d'une conformation légèrement différente de FXRa par 
chaque acide biliaire modulant ainsi l'interaction du complexe FXRa/RXRa avec les 
coactivateurs. L'acide biliaire secondaire, LCA, quant à lui, inhibe le recrutement de 
SRC-1, un coactivateur nécessaire à l'activité transcriptionnelle de FXRa (section 1.2), et 
inhibe l'effet de GW4064, un ligand synthétique de FXRa (Yu J. et al., 2002). 
Il existe actuellement trois ligands synthétiques connus de FXRa : le GW4064 
(Willson T.M. et al, 2001), 6-ECDCA, également nommé INT-747 (Zhang Y. et al., 
2003) et l'apomine (Niesor E.J. et al, 2001). L'apomine est un biphosphonate, le 6-
ECDCA est un homologue des acides biliaires et le GW4064 constitue un ligand 
synthétique non stéroïdien (figure 4). D'autres catabolites de la voie du cholestérol 
possèdent une faible propriété agoniste pour FXRa : déhydroépiandrostérone, 
l'androstenedione, le 5a-dihydrotestostérone, l'androstérone et l'étiocholanolone (Howard 
W.R. et al., 2000), et ce à des concentrations retrouvées physiologiquement chez l'homme 
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adulte (Wang S., 2006). L'activation de FXRa par ces composés, qui sont synthétisés et 
présents dans les glandes surrénales pourrait suggérer un rôle spécifique de FXRa dans 
celle-ci. À ce jour, aucune étude n'a vérifié cette hypothèse. 
HCf 
-CO z H 
CDCA(1) 
E>CA(3) 
L C A i S ! 
UDCA (4) 
H C C . 
C! 
OW4064(S) 
U 6-ECDCA (Sb;. 
_~CO;H 
Figure 4 : Acides biliaires et Agonistes de FXRa 
Schéma des structures des acides biliaires (CDCA, LCA, DCA, UDCA) et des différents agonistes 
spécifiques (GW4064, apomine, 6-ECDCA) activant FXRa (adaptation de Pellicciari R. et al., 2002) 
Les antagonistes de FXRa connus à ce jour sont le guggulstérone et certains acides 
gras polyinsaturés (Zhao A. et al., 2004). Ils inhibent l'interaction du complexe 
FXRa/RXRa avec les coactivateurs SRC-1, pl20 et PBP. En contradiction avec les 
observations précédentes, le guggulstérone module à la hausse l'expression de BSEP {bile 
sait export pump) via FXRa dans les cellules cancéreuses d'hépatocytes HepG2 (Cui J. et 
al., 2003). Le guggulstérone est un phytostérol utilisé pour traiter la dyslipidémie, 
l'obésité et l'inflammation. Il est un antagoniste non spécifique de plusieurs récepteurs 
nucléaires tels que FXRa, AR, GR et MR. De plus, il est un agoniste non spécifique pour 
PR, ERa et PXR {pregnane Xreceptor) (Burris T.P. et al, 2005). 
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L'acide rétinoïque 9-cis et le TTNPB, ce dernier est un ligand synthétique activant 
spécifiquement RXRa, peuvent activer le complexe RXRa/FXRa à des concentrations 
supra-physiologiques, au moins pour l'acide rétinoïque 9-cis (Zavacki et al.,1997). L'effet 
inverse a également été observé où il a été suggéré que l'acide rétinoïque 9-cis diminue 
l'activité de FXRa en créant un manque dans la disponibilité des coactivateurs et de 
RXRa nécessaires à FXRa pour la dimérisation et la liaison à l'ADN (Chignard N. et al., 
2005, Kassam A. et al., 2003). 
En résumé, le complexe RXR/FXRa est activé par plusieurs acides biliaires, avec une 
affinité variable, et peut être faiblement activé par divers catabolites du cholestérol. 
1.4 Expression et isoformes de FXR 
Chez l'humain, il existe 4 isoformes fonctionnelles de FXRa, soit FXRal à 4 
(Zhang Y. et al., 2004). Originalement les isoformes FXRa3 et FXRa4 étaient nommées 
respectivement FXR(31 et FXRp2 (Zhang Y.et al, 2003; Huber et al., 2002) jusqu'à ce 
qu'on découvre une seconde isoforme possédant 44 % d'homologie avec FXRa, celui-ci a 
été nommé FXRp (NR1H5) (Otte K. et al., 2003). FXRp constitue un pseudogène, c'est-à-
dire une protéine non fonctionnelle, chez les primates et l'humain alors qu'elle est 
fonctionnelle chez la souris, le rat, le lapin et le chien. Chez l'humain FXRP contient 2 
codons-stop dans l'exon 11 et 3. De fait, chez la souris, mFXRP (m pour souris) est 
exprimé dans les mêmes organes que mFXRa et s'hétérodimérise avec mRXRa (Otte K., 
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et al., 2003). Le complexe mRXRa/mFXRp est capable de reconnaître certains éléments 
de réponse reconnus par mRXRa/mFXRa (Otte K., et al., 2003). Le lanostérol, qui est un 
intermédiaire de la biosynthèse du cholestérol, est un agoniste de mFXR(3 (Otte K., et al., 
2003). Tant chez l'humain que la souris, FXRP n'est pas complètement caractérisé et 
aucun rôle précis n'est encore connu. 
On retrouve le gène codant pour FXRa sur le chromosome 12q23, il comprend 11 
exons (Lee F.Y. et al., 2004). Les 4 isoformes de FXRa sont le produit d'épissages 
alternatifs et la présence de deux promoteurs transcriptionnels (Zhang Y. et al., 2004). Sur 
ce promoteur se trouvent, entre autres, deux DR-1 reconnus par PPARy situé de -58 pb à -
46 pb de l'exon 1 (appelé promoteur 5') et de -254 pb à -242 pb de l'exon 3 (appelé 
promoteur 3') (figure 5) (Zhang Y. et al., 2004). HNF-la {Hepatocyte Nuclear Factor la) 
module également FXRa en reconnaissant un élément de réponse situé de -89 à -84 (Lou 
G., 2007). Les isoformes FXRal et FXRa2 se distinguent par l'absence de l'exon 3, ce 
qui résulte en une protéine possédant un N-terminal plus court (figure 5). De plus, FXRal 
et FXRa3 disposent de 4 acides aminés supplémentaires au début du domaine charnière 
soit à la fin de l'exon 5. Ces 4 acides aminés rendent la protéine moins efficace pour lier 
les ligands (Zhang Y et al., 2003) et peuvent affecter l'activité transcriptionnelle de FXRa 
sur certains gènes cibles tels que IBABP (Jleal Bile Acid Binding Protein), une protéine 
du cytoplasme liant les acides biliaires, et SDCl(SynDeCan-l), une protéine impliquée 
dans les complexes d'adhésions focaux (tableau 1). De fait, l'expression de ces gènes est 
modulée par FXRa2 et FXRa4, et non par FXRal et FXRa3 (Zhang Y et al., 2003). 
L'expression d'autres gènes est modulée par toutes les isoformes avec une efficacité 
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variable, comme c'est le cas pour SI1P un récepteur nucléaire oiphelin. BSEP (Bile Sait 
Expoil Pinvp) un récepteur membranaire des acides bilianes et PLTP (PhosphoLipid 
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surrénales, tandis que FXRa3 et FXRa4 sont en plus exprimées dans l'intestin et les reins 
(Hubert R.M. et a l , 2002; Zhang Y. et al., 2003). Bien que FXRa3-4 soient exprimées 
dans tous les segments du petit et du gros intestin, ces isoformes sont retrouvées de façon 
plus importante dans l'iléon. On note une plus grande expression de FXRa dans le côlon 
comparativement au duodénum et au jéjunum, même si la quantité d'acides biliaires, son 
ligand physiologique, y est moindre (section 2.1) (Inagaki T. et al., 2006). Par hybridation 
in situ, Inagaki et al.(2006) ont démontré la présence d'ARNm correspondant à FXRa 
dans l'épithélium intestinal, de la partie intervilleuse jusqu'à la villosité de l'iléon, laissant 
présager la présence de la protéine dans les cellules différenciées de l'intestin (section 
3.1). 
Les facteurs modulant l'expression de FXRa ne sont pas tous définis. Il a cependant 
été observé que l'expression de FXRa est modulée à la hausse par les acides biliaires tant 
au niveau de l'ARNm correspondant à FXRa (Xu G. et al., 2002) que de sa présence 
protéique au noyau (Lew J-L. et al., 2004). Cela suggère une boucle d'autorégulation 
positive de FXRa, puisque les acides biliaires sont les ligands physiologiques principaux 
de FXRa. Dans les hépatocytes primaires de rat, l'expression de FXRa est augmentée de 
1,5 fois en présence de CDCA, GW4064 et 6-ECDCA (Fiorucci S et al , 2005). Par 
contre, dans le modèle cellulaire Caco-2, une première étude démontre que la présence de 
250 uM de CDCA diminue l'expression de FXRa (Grober J et al., 1999), une seconde, 
que la présence de 100 uM ne change pas son expression (De Gottardi A. et al., 2004). 
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D'autres facteurs n'étant pas des ligands de FXRa mais plutôt impliqués dans le 
métabolisme des glucides modulent l'expression de FXRa à la hausse, comme le glucose, 
et à la baisse, comme l'insuline (Duran-Sandoval. et al., 2004). L'inflammation causée par 
les lipopolysaccharides (LPS), la présence du facteur de nécrose tumorale (TNF) et de 
l'interleukine-1 (IL-1) diminuent également l'expression de FXRa, en plus de diminuer 
son activité transcriptionnelle (Kim M.S. et al., 2003). 
Il a également été observé que l'expression de FXRa est augmentée dans le foie des 
animaux ayant jeûné pendant 24 h (Fiorucci S. et al., 2005). Ce phénomène est associé à 
une augmentation de la présence de PGC-la, un coactivateur transcriptionnel clé du 
métabolisme énergétique, entraînant l'expression des isoformes produites par le 
promoteur 3', c'est-à-dire FXRa3 et FXRa4. Le mécanisme suggéré implique les 
récepteurs nucléaires PPARy et/ou HNF4a via la présence d'éléments de réponses situés 
dans le promoteur 3' de FXRa (figure 6) (Zhang Y. et al , 2004). PPARy et HNF4a sont 
tous deux présents dans l'intestin et le foie, et sont augmentés en situation de jeûne en 
fasting 
f PPARY f HNF4<X f P<iC-la 
figure 6 : Expression de FXR 
Mécanismes suggérés de l'interaction de PGC-
, PPARy et HNF4 modulant l'expression de 




— / ^FXR plus d'être activés par PGC-la (Puigserver 
P. et al., 1999; Yoon J.-C. et al, 2003). 
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Par ce mécanisme, on peut s'attendre à ce que FXRa soit exprimé dans les tissus où 
PGC-1, HNF4a et PPARy sont exprimés, soit le foie, l'intestin, les muscles, le pancréas, 
les reins, les poumons, l'épiderme, les adipocytes et les macrophages (Heikkinen S. et al., 
2007). 
Tous les mécanismes régulant l'expression de FXRa ne sont pas identifiés. Il semble 
y avoir plus d'un facteur modulant de façon positive et négative l'expression génique et 
protéique de FXRa. Cependant, on peut supposer que FXRa joue un rôle important dans 
le métabolisme énergétique puisque l'insuline, le glucose et le jeûne modulent son 
expression. 
1.5 Principaux rôles de FXR 
Les gènes modulés par FXRa connus jusqu'à présent jouent principalement un rôle 
dans l'homéostasie des acides biliaires, mais aussi du cholestérol, des lipides et des 
glucides (tableau 1). FXRa peut moduler l'expression de différents gènes de façon directe, 
en interagissant avec un élément de réponse reconnu au niveau d'un promoteur (section 
1.2) ou indirectement via SHP et FGF 19 {Fibroblast Growth Factor 19), ce dernier agit 
en tant que signal entérohépatique. En effet, SHP et FGF 19 sont tous deux modulés 
directement et fortement par FXRa (Inagaki T et al., 2006) 
15 
Dans le métabolisme des acides biliaires, FXRa régule les gènes icsponsablcs de la 
synthèse des acides biliaires (CYP7A1), leur excrétion et leur absorption cellulaire 
(BSRP, NICP) ainsi que leur conjugaison (BACS et BAT) les rendant moins toxiques et 
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F i g u r e 7 : Gènes modulés par FXR dans l'axe hépato-intestinal 
Schéma leprésentant les différents gènes modulés par i^XRa dans Taxe hépato-inlestiiial jouant un lôle 
piincipalement dans l'homéostasie des acides biliaites, dans la circulation hépatique ainsi que quelques 
«ènes de la défense anti-bactiienne Fn jaune les gènes induits par FXR«, veit les gènes îépiimes pat FXRa, 
le bleu représente un hépatocyte et le bum îepresente l'intestin (I ee F Y . et al , 2006) 
SÎIP, qui est fortement module par FXRa, est un récepteur nucléaiie atypique ne 
possédant pas de domaine de liaison à F ADN. SIIP est dit oiphclin puisqu'aucun ligand 
ne lui est encore connu (Ba\ner A. et al., 2005). 11 peut tecomwître la loi me diméiique ou 
monomérique de certains récepteurs nucléaires et facteuis de transcription poiu inhiber 
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leur activité. Trois modes de répression sont proposés, soit par; 1- compétition avec les 
coactivateurs; 2 - attraction de corépresseurs et; 3 - empêchant les récepteurs nucléaires et 
facteurs de transcription de lier l'ADN. La liaison de SHP peut également mener à la 
dissociation du complexe transcriptionnel et du promoteur. SHP interagit avec plus de la 
moitié des récepteurs nucléaires et avec une panoplie de facteurs de transcriptions, ce qui 
suggère une implication de SHP dans une multitude de voies métaboliques. De par la 
modulation de l'expression de SHP, FXRa régule donc plusieurs gènes de façon indirecte, 
en plus des gènes qu'il module directement. 
Il existe à ce jour 4 modèles murins distincts où l'expression de FXRa est absente : 
2 modèles où FXRa est absent de façon constitutive,_/xr "A (Kim I. et al., 2007 et Yang F. 
et al., 2007), un modèle où FXRa est absent spécifiquement au foie,fier ^ et un modèle 
où FXRa est absent dans l'intestin, fierAlB (Kim I. et al., 2007). Tous ces modèles ont 
permis de confirmer et préciser le rôle important de FXRa dans l'homéostasie des acides 
biliaires. Chez les souris fier ~'~, on observe des concentrations plus élevées d'acides 
biliaires, de cholestérol et de lipides dans le foie et le sérum comparativement aux souris 
contrôles. (Sinal C. J. et al., 2000). De plus, les souris fier ~'~ ont un profil lipoprotéique 
pro-athérogénique favorisant la formation de dépôts sur les parois des vaisseaux sanguins. 
Bien que ces souris soient viables, 30% des souris fier ''' décèdent dans les 7 jours 
lorsqu'alimentées par une diète supplémentée d'acide cholique 1% (CA, un acide biliaire 
primaire, section 2). La toxicité de l'acide cholique se manifeste par l'absence 
d'adipocytes, d'hypothermie et une diarrhée sévère chez les souris mutantes alors que les 
souris sauvages ne sont pas affectées (Sinal C.J. et al., 2000). Jusqu'à présent les souris 
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déficientes pour FXRa spécifiquement au foie et à l'intestin, ont seulement permis de 
confirmer et préciser les mécanismes de FXRa dans chaque tissu régulant l'homéostasie 
des acides biliaires. 
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1.5.1 Rôle de FXRa dans la défense de l'intestin 
FXRa jouerait un rôle dans le maintien de l'intégrité de l'épithélium du petit 
intestin, permettant d'assurer une défense contre la microflore intestinale, en plus de 
contrôler la prolifération de la flore bactérienne (Inagaki T. et al., 2006). La microflore 
plus importante chez les souris fXR ''' en comparaison aux souris de type sauvages, laisse 
présager un rôle pour FXRa dans le contrôle de la prolifération bactérienne. De plus, 
l'utilisation du ligand GW4064 chez les souris ayant subi une ligature de la voie biliaire 
principale (BDL : bile duct ligation), ce qui empêche le déversement des sels biliaires 
dans la lumière intestinale, réduit la présence des bactéries dans la lumière de l'intestin 
(Inagaki T. et al., 2006). Cette réduction quantitative de la microflore n'est pas causée par 
GW4064 seul, puisque chez les souris fier ' ' ayant subi le même traitement, aucune 
diminution n'est observée. Inagaki et al. (2006), proposent que FXRa participe à la 
défense antibactérienne de l'intestin par la modulation de différents gènes, soit ANG1, 
CAR12, iNOS, IL18 (tableau 1). En effet, ANG1 est antibactérien et participe à la phase 
aiguë de la réponse inflammatoire en plus de jouer un rôle dans la vasoconstriction des 
vaisseaux sanguins. CARI2 est une enzyme jouant un rôle dans le maintien du pH et de la 
balance ionique (Inagaki T. et al., 2006). Quant à lui, iNOS possède des effets 
antimicrobiens en plus déjouer un rôle au niveau de la barrière épithéliale et la sécrétion 
de mucus (Cho C.H., 2001) et IL-18 est une interleukine stimulant la résistance à une 
panoplie de pathogènes (Inagaki T. et al., 2006). 
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De plus, chez les souris JXK'~, une détérioration de la barrièie épithéliale est 
observée par une ininumolocalisation discontinucc de roccliidine à la jonction dos 
cellules de la \illositc de l'iléon (figure 8) (Inagald T et al.. 2006). L'occludine est une 
protéine importante du complexe des jonctions serrées, nécessaires au maintien de 
l'intégrité de la barrière épithéliale. Chez les souris de t>pe sauvage où une BDL a été 
effectuée, on retrouve ce même phénomène de diminution de la présence d'occludine en 
plus d'oedème et de translocation bactérienne. Par contre, suite à l'administration de 
WT WT WT FXR-KO 
Sham/Veh BDL/Veh BDL/GW Sham/Veh 
GW4064, il y a réduction des dommages épithéliaux, suggérant un rôle de FXRa dans le 
maintien de l'intégrité de l'épithélium intestinal. 
F i g u r e 8 : Imniunohistocliimie d'iléon murin iilustiant l'expression de l'occludine 
La coloration brune îeprésente l'occludine, les flèches indiquent l'absence d'occludine chez les souris BDL. 
(Inagaka T, 2006) 
1.6 Rôle de FXRa dans la différenciation 
Les tôles de FXRa dam l'intestin, autres que ceux liés à lltoméostasie des acides 
biliaires, sont encore très peu étudiés. Cependant il a été démontré que JbXRa est exprimé 
à paitir de la section mtervilleuse de l'axe crypte/villosité (Inagaki T. et al, 2006). Cette 
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section est caractérisée par la présence de cellules non prolifératives en différenciation 
finale (section 3.1). De plus, l'expression de FXRa est observée dans des cellules 
épithéliales intestinales après 7 jours de l'enclenchement de leur différenciation, laissant 
présager un rôle chez les cellules différenciées ou encore dans le processus de 
différenciation entérocytaire (De Gottardi A. et al, 2004). 
On observe sensiblement le même modèle d'expression chez les adipocytes puisque 
FXRa est exprimé dans les tissus adipocytaires et n'est pas présent dans les pré-
adipocytes (Rizzo G., 2006). De plus, FXRa semble avoir un rôle dans la différenciation 
de ces cellules puisque l'ajout de l'agoniste synthétique 6-ECDCA à une solution 
permettant la différenciation constituée d'un cocktail d'hormones, d'insuline et de 3-
isobutyl-1-methylxanthine (IBMX), augmente la différenciation des cellules pré-
adipocytaires. Cette différenciation adipocytaires est associée à la hausse de l'expression 
de gènes adipocytaires, aP2, une protéine liant les acides gras et C/EBPa (un coactivateur 
de PPARy) et PPARy2 (Rizzo G., 2006). La présence de guggulstérone inhibe cette 
augmentation de différenciation et l'ajout de 6-ECDCA n'a pas d'effet sur les pré-
adipocytes provenant de souris fier1'. Ces observations suggèrent que FXRa favorise la 
différenciation adipocytaire (Rizzo G., 2006). 
La différenciation des macrophages peut également être modulée par FXRa. En 
effet, les cellules monocytaires TH-1 se différencient plus rapidement en macrophages 
TH-1 en présence de farnésol ou de CDCA (Niesor E.J. et al., 2001). Ce même 
phénomène est observé avec la présence de l'agoniste apomine, suggérant que FXRa joue 
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un rôle dans le processus de différenciation des macrophages. Il avait été suggéré que 
FXRa jouait aussi un rôle dans la différenciation de l'épiderme (Hanley K. et al., 1997) 
puisque l'hormone juvénile III et le farnésol, deux agonistes de FXRa, sont capables 
d'accélérer l'élaboration de la perméabilité de l'épiderme. Cependant, ces évidences sont 
à confirmer puisque la présence de FXRa dans ce tissu n'a pas été démontrée (Hanley K. 
et al., 1999). 
1.7 Implication de FXRa dans le contrôle de la croissance cellulaire 
La croissance cellulaire est modulée par deux mécanismes complémentaires soit la 
prolifération, permettant l'augmentation du nombre de cellules, et l'apoptose induisant la 
mort cellulaire donc la diminution du nombre de cellules. Jusqu'à présent, le rôle direct de 
FXRa dans la croissance cellulaire n'a pas été caractérisé. Dans plusieurs tissus, tel que le 
muscle lisse, l'activation spécifique de FXRa par différents agonistes (apomine, GW4064 
et le CDCA) augmente la mort cellulaire caractérisée par la condensation chromosomique. 
(B-Bailey D. et al., 2004). L'activation par GW4064 de FXRa, exprimé dans les lignées 
cellulaires cancéreuses du sein MCF-7 et MDA-468, induit également l'apoptose. Cet 
effet est spécifique à FXRa puisqu'en présence d'un dominant négatif ou d'ARN 
d'interférence (siARN), diminuant l'expression protéique de FXRa, cet effet pro-
apoptotique de GW4064 n'est pas conservé (Swales K.E. et al., 2006). Dans certaines 
cellules cancéreuses, l'activation de FXRa semble augmenter la mort cellulaire laissant 
sous-entendre son rôle dans le mécanisme de l'apoptose et la suppression tumorale. 
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À l'inverse, l'absence de FXR chez le modèle murin (souris far'') est associée au 
développement spontané de tumeurs au foie, avec une incidence de 38% à 1 an de vie 
(Kim I., 2007). Dans ces foies polytumoraux, on observe une augmentation de 
l'expression génique de Cycline D et E (Yang F. et al., 2007), p-caténine et un de ces 
gènes cibles c-myc (Kim I., 2007). Ces gènes sont connus pour avoir un rôle dans la 
progression du cancer en augmentant la prolifération cellulaire (section 3.2). Ces 
observations, effectuées à partir du modèle murin fier v", suggèrent donc un rôle pour 
FXRa dans le contrôle du cycle cellulaire et la progression du cancer hépatique. 
Ces observations convergent vers un rôle pour FXRa comme gène suppresseur, via 
une régulation à la baisse de la croissance cellulaire. Cette régulation peut s'effectuer par 
l'augmentation de l'apoptose, en particulier dans les lignées provenant de carcinomes, ou 
encore par une baisse de la prolifération, phénomènes déficient dans le modèle murin fier ' 
/-
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2 Les acides biliaires 
Les acides biliaires sont les principaux ligands physiologiques de FXRa, il est donc 
intéressant de passer en revue leurs multiples rôles physiologiques ainsi que leurs 
mécanismes d'action. De plus, cette section permet de faire un lien entre les acides 
biliaires et le rôle de FXRa . 
2.1 Biosynthèse des acides biliaires 
Chez l'humain les acides biliaires sont synthétisés par deux mécanismes appelés 
voie classique (également nommé neutre) et voie acide. Ces mécanismes mènent à la 
dégradation du cholestérol par différents enzymes (Debruyne P.R. et al., 2001). Dans la 
voie classique, le CYP7A est l'enzyme limitant de la synthèse de l'acide cholique (CA). 
Cet enzyme est retrouvé au foie et subit une rétro-inhibition par les acides biliaires 
(Debruyne P.R. et al., 2001). Chez l'humain, approximativement 50 % des acides biliaires 
sont synthétisés via la voie acide où l'enzyme limitant est la CYP27 produisant l'acide 
chenodéoxycholique (CDCA) (Debruyne P.R. et al., 2001). Les deux acides biliaires 
primaires, soit le CA et le CDCA, sont donc produits en proportions égales. La synthèse 
des acides biliaires est également modulée à la baisse via un signal entérohépatique 
provenant du FGF19 circulant (figure 7), dont l'expression génique dans l'intestin est 
modulée à la hausse par FXRa (Debruyne P.R. et al., 2001). En effet, FGF19 induit la 
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phosphorylation de JNK via l'activation de son récepteur FGFR4 qui est exprimé à la 
surface des cellules hépatiques (Yu C, et al., 2005). Une fois phosphorylé, JNK inhibe 
l'activité transcriptionnelle de LXR. LXR est un récepteur nucléaire qui module 
l'expression des enzymes limitantes de la voie de synthèse des acides biliaire (Debruyne 
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Figure 9 : Synthèse des acides biliaires 
Schéma illustrant la synthèse des acides biliaires. Les acides biliaires primaires sont synthétisés à partir du 
cholestérol dans les hépatocytes, les bactéries de l'intestin transforment ceux-ci en acides biliaires 
secondaires et les acides biliaires tertiaires sont produits dans les hépatocytes (Debruyne P.R. et al., 2001) 
Une fois les acides biliaires primaires synthétisés dans les hépatocytes, ceux-ci sont 
conjugués par les enzymes BACS et BAT (Lee F.Y. et al., 2006). Les acides biliaires sont 
conjugués à la glycine ou la taurine, ce qui augmente leur solubilité à pH acide (< 5). Une 
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fois conjugués, les acides biliaires sont plus efficaces pour l'émulsification des lipides et 
moins toxiques pour les cellules. On retrouve trois acides biliaires conjugués à la glycine 
pour un à la taurine. Les acides biliaires synthétisés au foie sont stockés dans la vésicule 
biliaire. Plusieurs transporteurs membranaires sont nécessaires à l'excrétion des acides 
biliaires des hépatocytes vers les conduits biliaires : MDR3, BSEP et MRP2 (figure 7), 
dont l'expression génique est augmentée par FXRa. 
Le déversement de la bile dans l'intestin est synchronisé avec l'entrée du bol 
alimentaire dans le petit intestin, permettant l'émulsification des lipides et des vitamines 
liposolubles ingérés, afin d'augmenter leur absorption dans le duodénum et le jéjunum. 
Les acides biliaires conjugués sont captés par les entérocytes de l'iléon terminal de façon 
active par le récepteur apical calcium dépendant ASBT (figure 7), dont l'expression est 
modulée négativement par FXRa (Debruyne P.R. et al , 2001). Moins de 5 % des acides 
biliaires ne sont pas absorbés dans l'iléon et sont déversés dans le côlon. Ceux-ci sont 
alors déconjugués par les bactéries anaérobiques et subissent une 7a-déhydroxylation les 
transformant en acides biliaires secondaires (Ridlon J.M. et al., 2006). CA devient l'acide 
déoxycholique (DCA) et le CDCA est transformé en acide lithocholique (LCA) (Ridlon 
J.M. et al., 2006). Les acides biliaires non conjugués sont réabsorbés de façon passive, 
sans transporteur membranaire. Les acides biliaires se trouvant dans les cellules 
intestinales sont excrétés dans la circulation porte, via le transporteur membranaire 
basolatéral hétérodimérique formé par OSTa et OSTp\ Ceux-ci étant également modulés 
à la hausse par FXRa (Lee H. et al., 2005). La boucle est bouclée lorsque les hépatocytes 
captent les acides biliaires via le transporteur membranaire NTCP {sodium-dependent 
taurocholate cotransporting polypeptidé). Ils sont alors conjugués de nouveau et ainsi 
26 
réutilisés. La composition de la bile est donc constituée à 95% de CA, CDCA, DCA et de 
LCA, c'est-à-dire par des acides biliaires primaires et secondaires (figure 9). On retrouve 
50% du LCA sulfaté (SLCA) au foie et dans l'intestin (Halvorsen B. et al, 1999) par la 
SULT2a (hydroxysteroid sulfotransferase), qui est un enzyme également régulé par les 
acides biliaires via FXRa (Miyata M. et al, 2006). C'est principalement sous la forme 
sulfatée que les acides biliaires sont sécrétés. En effet, moins de 5% des acides biliaires 
totaux ne sont pas réabsorbés et excrétés. Il est à noter que la synthèse des acides biliaires 
à partir du cholestérol et l'excrétion de ceux-ci est la seule façon d'éliminer le cholestérol. 
Les acides biliaires modulent également l'activité de PXR, VDR, CAR {constitutive 
androstane receptor), et LXR (Handschin C. et al., 2004) de façon beaucoup plus faible. 
Par exemple, PXR peut être activé par le LCA et moduler FGF19 (Wistuba W. et al., 
2007) jouant ainsi un rôle complémentaire et compensatoire de FXRa. 
En résumé, Phoméostasie des acides biliaires est assurée principalement par leur 
activation de FXRa. En effet, FXRa module à la baisse l'expression des gènes permettant 
le transport des acides biliaires et leur synthèse, et module à la hausse les gènes 
permettant l'excrétion et la conjugaison des acides biliaires. Par son activation, FXRa 
empêche l'accumulation des acides biliaires dans les cellules de l'intestin et du foie. 
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2.2 Effet des acides biliaires sur la croissance cellulaire 
Les acides biliaires sont connus pour jouer un rôle dans la croissance cellulaire 
lorsqu'ils sont présents à des concentrations non toxiques. Lors d'augmentation des 
acides biliaires au foie, par exemple induit par une BDL (Bile Duct Ligation, ligature du 
cholédoque), on observe deux fois plus de cellules hépatocytaires en mitose (Liu Y. et al., 
2003). Une BDL a pour effet d'empêcher l'écoulement des acides biliaires dans le 
duodénum et d'augmenter leur concentration au foie. Un effet semblable sur la 
prolifération a été observé dans le côlon chez les rats nourris avec 0,15 % de DCA et 1% 
de cholestérol lorsque dans un modèle de carcinogenèse induite par l'azoxyméthane 
(AOM : composé carcinogène induisant le cancer du côlon chez le rat et la souris). Cette 
diète, qui hausse les acides biliaires dans les selles, double le nombre des cellules 
cryptales du côlon en mitose (Hori T. et al., 1998). Ces deux exemples démontrent 
directement les effets que provoque une augmentation des acides biliaires sur la 
prolifération cellulaire du foie et du côlon in vivo. 
En plus des effets chez les modèles animaux, les acides biliaires favorisent 
également la croissance cellulaire de certains modèles cellulaires intestinaux. L'utilisation 
de lignées cellulaires provenant de carcinomes de côlon a permis de caractériser certains 
mécanismes par lesquels les acides biliaires, en particulier le DCA, augmentent la 
croissance cellulaire et participent à la genèse du cancer. DCA augmente la prolifération 
des cellules exprimant le récepteur muscarinique cholinergique III (M3R) (Cheng K., et 
al., 2002) en se liant a celui-ci et l'activant (figure 10). M3R est présent en grande 
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quantité au niveau de la lumière gastro-intestinale (GI). M3R engendre la phosphorylation 
du récepteur des facteurs de croissance épidermique (EGFR) sur une tyrosine, résultant en 
sa transactivation (Cheng K. et al., 2002). L'activation d'EGFR induit l'activation de la 
cascade des protéines kinases mitogéniques (MAPKinase) résultant en l'augmentation de 
la prolifération cellulaire (figure 10). 
La voie des MAPkinases activée par EGFR via DCA, augmente également la 
présence de l'enzyme cyclooxygénase II (COX-2) (Yoon J-H. et al., 2002). COX-2 est un 
enzyme impliqué dans la biosynthèse des prostaglandines. Un de ses produits, PGE2, est 
connu pour jouer un rôle important dans l'inflammation et la mitogenèse. La 
surexpression de COX-2 et PGE2 est observée dans les cancers épithéliaux, dont les 
cancers colorectaux (Dimberg J., et al., 1999). PGE2 a également la particularité d'activer 
EGFR induisant la prolifération via la voie des MAPKinases (Eisinger A.L. et al., 2007). 
En plus de son effet anti-apoptotique et pro-prolifératif, COX-2 favorise l'angiogenèse et 
la progression du cancer en modulant l'expression de VEGF (Grosch S., et al., 2006). De 
fait, dans certaines lignées cancéreuses provenant du côlon, l'inhibition spécifique de 
COX-2 réduit la prolifération de façon proportionnelle à la quantité de COX-2 exprimée 
par ces cellules (Yazawa K. et al, 2005). En plus, de nombreuses études démontrent une 
diminution de la carcinogenèse colorectale, autant chez l'humain que dans les modèles 








F i g u r e 10: Prolifération cellulaire induite par les acides biliaires 
Schéma représentant un des mécanismes par lesquels les acides biliaires activent la prolifération cellulaire 
via la voie des MAPKinases (adaptation de Cheng K, 2002) 
La phosphorylation d'EGFR par DCA engendre également la phosphorylation de la 
P-caténine sur une tyrosine (Pai R. et al., 2004). Cette phosphorylation permet la 
stabilisation de P-caténine, augmentant son activité transcriptionnelle (figure 10). La 
phosphorylation de la P-caténine se fait plus spécifiquement par le récepteur à la tyrosine 
appelé facteur de transition mésenchyme épithélium (C-Met) qui est activé par EGFR. 
UPAR, cycline Dl et COX-2 sont des gènes cibles du complexe transcriptionnel que 
forme P-caténine/TCF et sont augmentés par DCA (Pai R. et al., 2004). Ces gènes sont 
également connus pour êtres modulés à la hausse dans les cancers colorectaux (Pyke C , 
et a l , 1991, Meada K., et al., 1998). L'augmentation d'UPAR confère un avantage invasif 
puisque celui-ci clive la pro-plasrninogène en plasminogcne active capable de dégrader la 
matrice cxtracellulaire et d'activer certaines métalloprotéases, permettant ainsi le 
détachement des cellules de la matrice favorisant leur caractère invasif (section 3.2). 
L'augmentation de la cycline Dl confère un avantage pro-proliferatif puisque la cycline 
Dl est une protéine importante de la phase Gl du cycle cellulaire (figure 11), où se fait la 
préparation de la cellule avant la réplication de son contenu génomique. 
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F i g u r e 11 : Cycle cellulaire 
Schématisation du cycle cellulaire et des protéines impliquées dans sa progression. G0:quiescence cellulaire, 
répond aux facteurs de croissance en entrant dans le cycle cellulaire. G^étape permettant à la cellule de 
doubler son contenu protéique. S:étape où le contenu en ADN est doublé. G2 : étape de préparation de 
PADN pour la mitose. M : étape de division de la cellule mère en deux cellules filles, constituées de la 
prophase, prométaphase, métaphase anaphase et télophase. 
EGFR et c-Met: récepteurs de facteurs de croissance stimulant l'entrée du cycle cellulaire. 
Complexe Cycline/Cdk: piotcines jouant un îôle dans la progiession du cycle cellulaiie. 
P21 p27 : protéines inhibitrices des complexes cyclines inhibint la progression du cycle cellulaiie 
Fclah: point de contrôle où la cellule prend la décision de continuer le cycle cellulaire ou d'entrer en 
apoptose 
En plus, la phospliorylation sur tyrosine de la P-caténine induite par les acides 
biliaires diminue son interaction a\ec la protéine K-cadhérino, favorisant l'instabilité des 
jonctions adhérentes et participe au caractcie imasii des tumeuis. Puisque l'interaction de 
la P-caténinc et K-cadhérine stabilise les complexes des, jonctions adhérentes couplées au 
eytosquelctte d'acline. permettant l'adhésion des cellules adjacentes, (section 3.2) 
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L'apoptose est une autre facette de la croissance cellulaire étant modulée par les 
acides biliaires. Une concentration de lOOuM DCA induit fortement l'apoptose dans les 
cellules cancéreuses de côlon, tandis qu'une concentration plus physiologique, se 
rapprochant de 20|iM augmente la prolifération de ces mêmes cellules (Schlottman K. et 
al., 2000, Milovic V. et al., 2002). L'apoptose est observée par la morphologie des 
cellules et l'activation des caspases, cette dernière étant une étape déterminante du 
mécanisme d'apoptose. 
La concentration des acides biliaires détermine donc l'effet prolifératif ou 
apoptotique de ces molécules. La voie des MAPKinases et de la p-caténine sont deux 
mécanismes activés par lesquels les acides biliaires augmentent la croissance cellulaire. 
Toutefois ces observations ne caractérisent aucunement l'implication de FXRa dans ces 
mécanismes. 
2.3 Stress oxydatif engendré par les acides biliaires 
Les réactions oxydatives sont des phénomènes cellulaires normaux associés à la vie. 
Par contre, un dérèglement par une hausse de ces phénomènes, ou une diminution de la 
protection anti-oxydante, entraîne un type d'agression cellulaire appelée stress oxydatif. 
Les acides biliaires peuvent entraîner un stress oxydatif cellulaire se caractérisant par 
l'augmentation d'espèces oxygènes réactives (ROS) et une diminution du glutathion 
(GSH) de certaines protéines (Komichi D. et al., 2005). Le GSH joue un rôle important 
dans la défense contre le stress oxydatif en réagissant avec les radicaux libres 
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caractéristiques du stress oxydatif. Dans les cholangiocytes immortalisées, la présence 
d'acide chenodéoxycholique conjugué à la glycine (GCDC) induit des ROS et des 
dommages à l'ADN, se traduisant par une augmentation de 8-hydroxydéoxyguanosine (8-
OHdG) (Komichi D. et al., 2005). 8-OHdG est une base pro-mutagène augmentant la 
fréquence d'erreurs lors de la réplication de l'ADN et ainsi des mutations géniques. À 
long terme, les dommages à l'ADN causés par le stress oxydatif contribuent à la 
production de clones cellulaires ayant un avantage prolifératif et potentiellement à 
l'initiation de la carcinogenèse (section 3.2). Le mécanisme par lequel les acides biliaires 
augmentent la présence de ROS au niveau cellulaire n'est pas encore tout-à-fait compris. 
Cependant, il a été observé qu'en présence d'acides biliaires les mitochondries isolées 
produisent des ROS (Sokol R.J., et al., 1995), via l'inhibition du troisième complexe de la 
chaîne respiratoire de la mitochondrie (Yerushalmi B., et al., 2001). 
GCDC 
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Figure 12 : Mécanisme associant les acides biliaires à la carcinogenèse via la production 
d'espèces oxygènes réactives (Komichi D. et al., 2005) 
Les acides biliaires sont des composés capables d'augmenter la prolifération cellulaire 
tant chez les modèles animaux que cellulaires. Ils peuvent également induire un stress 
oxydatif jouant à son tour un rôle important dans la carcinogenèse. Cependant, l'effet des 
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acides biliaires sur la prolifération, le stress cellulaire et l'apoptose n'a pas été étudié dans 
le contexte d'une activation de FXRa dans les lignées cellulaires utilisées. Il est donc 
possible qu'une partie des effets des sels biliaires soient reliés à l'activation de FXRa 
alors qu'une autre est indépendante de FXRa. 
3 Carcinogenèse intestinale 
Dans cette section nous examinerons l'intestin, c'est-à-dire sa physiologie, ses rôles 
ainsi que ses fonctions. Cette section permet également de passer en revue le 
développement du cancer et plus spécifiquement celui du côlon. Nous démontrerons 
également les notions associant les sels biliaires et FXRa à la carcinogenèse. 
3.1 Physiologie et rôle de l'intestin 
L'intestin est composé de deux sections majeures, l'intestin grêle constitué de 3 
sous-sections : le duodénum, le jéjunum et l'iléon, ainsi que le gros intestin divisé en 6 
sous-sections : le caecum, le côlon ascendant, le côlon transverse, le côlon descendant, le 
côlon sigmoïde et le rectum. Le tube intestinal est constitué de trois couches bien 
distinctes, soit; 1-la muqueuse formée d'un épithélium cubique polarisé; 2-une sous-
muqueuse constituée de cellules mésenchymateuses et de matrice extracellulaire 
comportant des capillaires lymphatiques et sanguins et ;3-la musculeuse formée de 2 
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couches externes de muscle lisse, une couche externe longitudinale et une couche interne 
circulaire (figure 13a). 
Cette muqueuse se renouvelle approximativement aux 3 jours pour l'intestin grêle 
ou aux 5 jours pour le gros intestin. La muqueuse épithéliale de l'intestin grêle est formée 
de cryptes d'où les cellules émergent pour peupler les 4 à 6 villosités l'entourant (figure 
13 a). Il y a 3 populations de cellules pleinement différenciées à la villosité : 1-les cellules 
absorbantes; 2-les cellules à gobelets (à mucus) et; 3-les cellules entéroendocrines. Les 
cellules absorbantes se caractérisent par un noyau dense du côté basolatéral de la cellule 
et par la présence de microvillosités abondantes et bien structurées du côté apical faisant 
face à la lumière intestinale. Leur rôle est d'absorber les nutriments retrouvés dans la 
nourriture ingérée. Les cellules à gobelet sécrètent un mucus lubrifiant qui facilite le 
passage du contenu intestinal et protège la muqueuse. Elles sont caractérisées par de gros 
granules dans la section apicale de la cellule. Les cellules entéroendocrines se 
caractérisent par la présence de petits granules denses dans la région basolatérale de la 
cellule et ont pour fonction de sécréter des peptides et des hormones messagers dans la 
circulation sanguine (figure 13c). 
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Figure 13 : Intestin grêle 
Schémas illustrant l'intestin grêle, a) Tube intestinal composé de la muqueuse, la sous-muqueuse et la 
musculaire, b) Crypte composée des cellules souches (dans le bas entre les cellules de Paiieth), des cellules 
en prolifération indifférenciées et des cellules en différenciation finale dans le dernier tiers, c) Villosité où 
se trouve les différents types cellulaires bien différenciées (Gartner L.P. et al 1997). 
La crypte est composée de cellules prolifératives, de cellules de Paneth et de 
cellules souches (figure 13b). Les cellules souches se trouvent dans le fond de la crypte 
juste au-dessus et entre les cellules de Paneth. Elles se caractérisent par un noyau non 
condensé et par un rapport élevé noyau/plasma. Ces cellules sont multipotentes 
puisqu'elles ont la capacité de se multiplier et de générer des cellules filles pouvant se 
différencier en tous les types cellulaires intestinaux. Les cellules filles produites migrent 
vers le haut de la crypte tout en fixant leur destinée de cellule excrétrice (à mucus, 
entéroendocrines) ou de cellule absorbante. Avant d'atteindre le 2/3 supérieur de la 
ci y pte, ces cellules sont alors des cellules en transition très prolifératives, se caractérisant 
par la présence de rnicnnillosités non organisées et par la présence de petits granules à 
mucus et de granules de sécrétion. Le dernier tiers de la crypte contient les cellules 
destinées à la villosité n'étant plus prolifératives et complétant leur processus de 
différenciation terminale, Les cellules de Paneth sont les seules cellules migrant vers le 
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fond de la crypte lors de leur processus de différenciation final, alors que les autres 
cellules migrent vers la villosité. Elles sont caractérisées par la présence de plusieurs 
granules à halo contenant des zymogènes et des antimicrobiens, elles jouent ainsi un rôle 
dans la défense antibactérienne de l'intestin. 
Le rôle du côlon consiste à absorber l'eau et les électrolytes contenus dans le 
chyme afin de dessécher les fèces et les expulser. La muqueuse épithéliale du côlon est 
plate et composée seulement de longues cryptes aussi appelées glandes de Lieberkûhn 
(figure 14). On y observe les mêmes types cellulaires que dans l'intestin grêle, à 
l'exception des cellules de Paneth, retrouvées en faible nombre dans le caecum et le côlon 
ascendant. Dans le côlon, la surface de la muqueuse est constituée de cellules absorbantes 
moins bien organisées, possédant beaucoup moins de microvillositées que les cellules du 
petit intestin, ainsi que des cellules à mucus vidées de leurs granules de sécrétions. L'eau 
entrant dans le côlon est absorbée par osmose pour former des fèces qui sont plus solides. 
Les cellules à mucus sont beaucoup plus nombreuses que dans l'intestin grêle, facilitant 
ainsi le passage du contenu intestinal et protégeant par le même fait la muqueuse. Le tiers 
inférieur des cryptes est constitué de cellules prolifératives et le reste de la crypte contient 
les cellules différenciées. 
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Cellule endocrine du tuba digestif 
(cclkila du système APUD) 
Figure 14 • Côlon 
Schéma iliustiant la muqueuse plate du côlon, les longues cryptes et les différentes cellules peuplant le 
côlon (L P Gartner et al 1997) 
Tout au long de l'intestin, on observe également des cellules M recouvrant les 
plaques de Payer Ces cellules se caiactéiisent par leur foi me cuboidjîe et servent à 
présenter les antigènes de la lumière intestinale aux lymphocytes piesents dans les 
plaques de Payer On ieliou\c aussi les cellules T qui se caractérisent par un centre 
d'actmc liés développé possédant beaucoup de \csicules et de cahooles avec de longues 
mictoullosttcs Ces cellules n'ont encoie aucun lôle connu 
I mtestm est donc un organe possédant divers lôles selon Paxe ccphaiocaudal 
(duodénum-tectum) dweises caiactensiiques moiphologiques (diileientes cellules) zi 
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organisationnelles (axe crypte villosité) lui permettant d'accomplir de multiples fonctions 
soit dans l'absorption des nutriments, de l'eau ou l'expulsion des selles. 
3.2 Carcinogenèse colorectale 
Chez l'humain, le cancer du côlon est fréquent alors que le cancer de l'intestin grêle 
est plus rare. De fait, le cancer colorectal est la 2e cause de décès par cancer, tous sexes 
confondus (Statistique Canada). Il peut se développer de façon sporadique, sans 
antécédents familiaux, ou être héréditaire appelé cancer familial. Il est considéré comme 
une maladie génétique avec une influence environnementale importante puisque les 
colonocytes normaux peuvent se transformer en colonocytes cancéreux après une 
mutation provoquée par l'environnement ou encore par une mutation déjà présente, ayant 
des conséquences seulement dans un environnement donné. 
La carcinogenèse est le processus de développement du cancer passant par 
différentes étapes, soit l'initiation, la promotion et la progression. L'initiation est 
provoquée par des agents carcinogéniques qui entraînent des lésions génétiques 
irréversibles, par exemple une erreur de réplication de l'ADN entraînant un changement 
de la protéine. Ces mutations sont rarement suffisantes pour entraîner la formation de 
tumeurs. La promotion quant à elle, n'implique aucune altération génique, mais plutôt 
une expression anormale de gènes provoqués par un facteur environnemental dû à la 
présence d'altérations géniques de l'étape d'initiation. Lors de la progression on observe 
une anomalie de croissance causée par une accumulation de mutations. On peut 
39 
également y observer la dédifférenciation cellulaire, l'invasion et l'expression de gènes 
non présents normalement dans ce type cellulaire (Morère J.-F. et al, 2001). 
Le processus qui mène à la transformation d'une cellule normale en cellule 
potentiellement tumorigénique est causé par des mutations à l'ADN permettant un 
dérèglement de la prolifération. Nous retrouvons trois principales catégories de gènes plus 
fréquemment mutés: 1- les proto-oncogènes, augmentant le taux de prolifération 
cellulaire 2- les suppresseurs de tumeurs, inhibant la prolifération cellulaire ou activant 
l'apoptose et 3- les gènes impliqués dans la voie d'instabilité des microsatellites (MSI, 
MicroSatellite Instability). Ces derniers comprennent les gènes de la machinerie 
transcriptionnelle responsable de détecter les erreurs et réparer l'ADN, comme certaines 
protéines MMR {MisMAtch Repair). Ces mutations permettent d'échapper soit aux points 
de contrôle du cycle cellulaire (figure 11) à l'apoptose ou permettent une dérégulation des 
mécanismes de croissance répondant à des mitogènes. Ils favorisent tous la prolifération 
cellulaire de façon désordonnée. 
Les proto-oncogènes sont des protéines qui activent la prolifération, elles sont soit 
impliquées dans les mécanismes de signalisation mitogénique, comme la protéine Ras 
impliquée dans la voie de signalisation des MAP kinases (figure 10) soit impliquées dans 
l'initiation du cycle cellulaire, comme la protéine cycline Dl ou soit impliquées dans la 
transcription, comme c-jun qui est un facteur de transcription qui augmente la production 
de protéines importantes pour la progression du cycle cellulaire. Pour ces oncogènes un 
seul allèle muté suffit puisque ces mutations somatiques les rendent constitutivement 
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actives, ou inhibent un contrôle négatif de celles-ci, entraînant donc une augmentation de 
cette voie et une prolifération désordonnée. 
Les suppresseurs de tumeurs sont des protéines qui inhibent la croissance en 
arrêtant le cycle cellulaire ou induisant l'apoptose. Les mutations qu'ils subissent les 
rendent non fonctionnels. La mort cellulaire n'est donc plus régulée correctement, 
permettant à la cellule de survivre et d'entrer de nouveau dans le cycle cellulaire et ainsi 
proliférer de façon non contrôlée. Pour ce type de protéine, la mutation du gène sur les 
deux allèles est nécessaire afin de produire un effet. La polypose adénomateuse familiale 
(PAF) est un exemple de cancer familial où un gène suppresseur de rumeur est muté. Ce 
syndrome provoque la formation de polypes adénomateux tapissant l'intestin. Les 
adénomes sont un stade précoce du cancer colorectal. PAF est causée par une mutation du 
gène APC diminuant son activité suppresseur de tumeur. Normalement la protéine APC 
rend possible la phosphorylation de la P-caténine sur la serine 34 et la serine 35 (Eisinger 
A.L. et al., 2007) provoquant sa dégradation par le protéasome. Suite à une mutation sur 
APC, on observe l'accumulation de la P-caténine non dégradée augmentant sa 
translocation au noyau et son activité activatrice des facteurs de transcription TCF. 
Plusieurs des gènes cibles de la voie de p-caténine/TCF sont des proto-oncogènes comme 
c-myc, la cycline Dl, UPAR et COX-2. De fait, une augmentation de ces gènes cibles de 
P-caténine est observée dans les cancers colorectaux (Brabletz T.et al, 1998). 
Les microsatellites sont des séquences mono, di ou tri-nucléotidiques répétés qui 
sont des zones vulnérables à l'erreur lors de la réplication et nécessitent une machinerie 
protéique les protégeant. Des mutations des gènes de réparation de l'ADN, par exemple le 
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gène MHL-1 (mutL homolog-1) (Martinez-Bouzas C, 2007) sont présentes dans les 
cancers colorectaux héréditaires non polyposiques (HNPCC). On observe le 
développement de cancers colorectaux lors de mutations sur ces séquences dans les gènes 
associés à la prolifération et à la régulation de l'apoptose. Un des rôles de MHL-1 est de 
réparer des lésions de l'ADN comme celles causées par le stress oxydatif pouvant être 
provoqué entre autres par les acides biliaires (section 2.3). Lorsque les gènes de la voie 
MSI sont mutés, il y a donc un risque de mutations secondaires plus grand, induisant 
l'accumulation des mutations et la progression plus rapide de la carcinogenèse. 
Les différents stades de la carcinogenèse de l'épithélium commencent par 
l'apparition de foci de cryptes aberrantes qui progressent en adénomes puis en carcinomes 
jusqu'au stade métastatique. Les foci se caractérisent par une hyper-prolifération 
cellulaire localisée. L'adénome quant à lui, se développe dans l'épithélium et possède 
deux caractéristiques principales, soit une augmentation de la prolifération et une perte de 
différenciation. Environ 5 à 10 % des adénomes progressent en carcinomes jusqu'au stade 
métastatique. Le stade métastatique est le plus invasif et fatal puisque certaines cellules 
du carcinome développent la capacité de se détacher de la tumeur, pénétrer dans la 
circulation, s'implanter dans un organe différent et proliférer pour former une autre 
tumeur (Goût S. et al, 2008). Le processus où l'adénome progresse en carcinome provient 
d'une vague d'expansion clonale où chaque clone acquiert un avantage prolifératif. Un 
des phénomènes observés dans un stade avancé de carcinome est la perte d'adhésion 
cellule-cellule provoquée par l'instabilité des complexes adhérents et l'invasion de la 
tumeur dans la sous-muqueuse. Des exemples concrets de ces processus sont la perte 
d'association d'E-cadhérine avec la p-caténine et la dégradation de la matrice 
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extracellulaire par l'augmentation de l'expression d'UPAR. Il est à noter que ces deux 
processus peuvent être engendrés par les acides biliaires (section 2.2) 
La carcinogenèse peut se résumer par l'expansion clonale de cellules possédant 
certaines mutations leur donnant un avantage prolifératif, de survie et d'invasion. 
Plusieurs mutations sont nécessaires à la carcinogenèse colorectale puisque l'épithélium 
intestinal se renouvelle constamment et les clones sont expulsés de la muqueuse. Les 
acides biliaires semblent jouer un rôle important dans la promotion et la progression de la 
carcinogenèse colique en conférant un environnement propice à l'expansion clonale. En 
effet, on peut observer les effets pro-carcinogéniques des acides biliaires par 
l'augmentation des protéines du cycle cellulaire : cycline Dl, P-caténine, c-myc, COX-2, 
en plus de la diminution de la stabilité des complexes d'adhésion entre cellules par 
diminution de l'association de la p-caténine avec E-cadhérine et par l'augmentation 
UPAR procurant un avantage invasif des tumeurs. 
3.3 Le risque du cancer du côlon augmente avec l'exposition aux acides 
biliaires 
Le risque de développer le cancer du côlon est associé depuis longtemps avec une 
augmentation des acides biliaires secondaires dans les selles (Reddy B.S. et Wynder E.L., 
1977). Cette association est soutenue par l'observation d'un risque deux fois plus grand 
de développer le cancer colorectal pour les porteurs d'un polymorphisme de la protéine 
ASBT (Wang W. et al., 2001) associé à un mauvais fonctionnement de cette protéine. 
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ASBT exprimé principalement dans l'iléon, permet l'absorption active des acides biliaires 
conjugués (section 2.1). Ce polymorphisme résulte donc en une augmentation des acides 
biliaires dans le côlon. Plusieurs études sur les modèles murins supportent le lien entre le 
développement de tumeur et l'augmentation des acides biliaires dans le côlon causée par 
un manque d'absorption des acides biliaires à l'iléon (Kanamoto R. et al., 1999). Cette 
hausse d'acide biliaire se traduit par une augmentation de la fréquence et du nombre de 
tumeurs au côlon. Ces différentes études démontrent que les acides biliaires confèrent un 
environnement favorable à l'initiation, la promotion et/ou la progression des cancers 
colorectaux. 
3.4 Expression de FXRa dans différents cancers 
Bien qu'on associe une augmentation des acides biliaires, ligand physiologique de 
FXRa, à l'augmentation du risque de développer le cancer colorectal, on observe une 
diminution significative de l'expression génique de FXRa dans ces tumeurs. Dans les 
tissus cancéreux du côlon, l'expression génique de FXRa est diminuée d'environ 
cinq fois dans les adénomes et environ dix fois dans les carcinomes comparativement aux 
tissus sains (De Gottardi A. et al, 2004). Cette observation suggère dans un premier 
temps, un rôle de FXRa dans la carcinogenèse, puisque l'adénome y est un stade précoce. 
Et dans un second temps, un rôle dans la protection de l'épithélium intestinal contre 
l'agression pro-carcinogénique des acides biliaires. 
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Aucune autre observation de l'expression de FXRa et de son implication ou son rôle 
dans le cancer du côlon n'a encore été faite. Cependant, le modèle mutin fier ~'~, développe 
spontanément des tumeurs au foie après un an de vie (Kim I. et al., 2007), suggérant une 
protection de FXRa contre la carcinogenèse hépatique telle que mentionnée 
précédemment. Les foies de ces souris sont polytumoraux et présentent différents stades 
de la carcinogenèse par la présence de dysplasies, d'adénomes et de carcinomes. Par ces 
observations, on peut supposer que la présence normale de FXRa est associée à un 
mécanisme de régulation diminuant l'effet pro-tumorigénique des acides biliaires 
puisqu'une accumulation de ceux-ci est observée dans les foies des souris/xr " ". 
FXRa semble également jouer un rôle dans la carcinogenèse de l'œsophage, 
puisque les adénocarcinomes développés suite à la présence de métaplasie de Barrett, 
démontrent une diminution de FXRa (De Gottardi A. et al., 2006). La métaplasie de 
Barrett se caractérise par une transformation de l'épithélium pavimenteux en épithélium 
cylindrique simple caractéristique de l'intestin. Les facteurs causant la métaplasie 
intestinale de l'œsophage sont les reflux gastriques composés d'acide chlorhydrique, de 
pepsine et d'acides biliaires. L'œsophage de Barrett caractérisé par une métaplasie 
intestinale, est associé à un risque important d'adénocarcinome de l'œsophage. Après 
l'établissement de la métaplasie de Barett, l'absence des acides biliaires ne mène pas à 
une régression de la métaplasie, mais à une diminution de la formation d'adénocarcinome 
(Nishijima K. et al., 2004) appuyant le rôle pro-carcinogénique des acides biliaires. 
La perte d'expression de FXRa semble donner un avantage prolifératif dans le 
développement du cancer hépatique spontané, le cancer du côlon et de l'œsophage. Ces 
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observations suggèrent un rôle suppresseur de tumeur soit en régulant la prolifération et 
/ou l'apoptose. Elles suggèrent également un rôle protecteur de FXRa contre l'effet pro-
prolifératif des acides biliaires puisque dans ces trois exemples les acides biliaires sont 
impliqués dans la carcinogenèse. 
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Hypothèse et projet de recherche 
Une association entre l'augmentation des acides biliaires et le cancer du côlon est 
reconnue de longue date (Reddy B.S. et al., 1977, Breuer N.F. et al., 1985, Nagengast 
F.M. et al., 1995). De façon surprenante, FXRa, physiologiquement activé par les acides 
biliaires, est diminué dans le cancer du côlon (De Gottardi et al, 2004). Notre hypothèse 
centrale est que FXRa possède une action suppressive de tumeur dans l'épithélium du 
côlon, possiblement via son rôle protecteur contre l'activité pro-carcinogénique des 
acides biliaires. 
L'objectif de cette maîtrise consiste à déterminer le rôle de FXRa et son activation 
au niveau des colonocytes. Pour ce faire, nous évaluerons l'effet d'une surexpression et 
d'une sous-expression stable de FXRa dans des lignées cancéreuses de côlon. La 
surexpression de FXRa sera effectuée par infection lentivirale dans les lignées 
cancéreuses de côlon HCT-116, HT-29 et DLD-1, où peu de FXRa est exprimé. La sous-
expression de FXRa par Sh-ARN sera faite par infection lentivirale dans la lignée 
cancéreuse du côlon Caco 2/15, où FXRa est exprimé à post confluence. Pour réaliser la 
production de lignées stables, le gène codant pour FXRa4 ainsi que la séquence 
produisant un Sh-ARN reconnaissant spécifiquement l'ARNm correspondant à FXRa, 
sont clones et insérés dans un vecteur permettant la production de lentivirus. Un vecteur 
permettant de vérifier l'activité de FXRa est également produit en clonant le promoteur 
d'IBABP contenant l'élément de réponses IR-1 reconnu spécifiquement par le complexe 
RXRa/FXRa activé. 
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Avec les lignées cellulaires créées, l'effet de la surexpression de FXRa4 sur la 
croissance sera déterminé en présence de CDCA et de GW4064, ce dernier étant un 
ligand spécifique de FXRa. La modulation de différents gènes indiquant la présence de 
prolifération et d'apoptose sera déterminée par PCR quantitatif et immunobuvardage de 
type Western. Différents marqueurs de l'état de différenciation cellulaire intestinal seront 
observés suite à l'activation de FXRa dans la lignée Caco 2/15, où FXRa est exprimé 7 
jours après l'atteinte de la confluence (De Gottardi A. et al., 2004), avec GW4064 et la 
sous-expression de FXRa. La modulation des gènes de l'état de différenciation sera 
déterminée par PCR quantitatif et immunobuvardage de type Western. 
Après ces expériences nous aurons une meilleure idée de l'implication de 
l'activité de FXRa dans la croissance cellulaire des cellules cancéreuses du côlon, et le 
mécanisme par lequel FXRa agit. De plus, nous pourrons déterminer si FXRa joue un 
rôle sur l'état de différenciation des cellules intestinales épithéliales et l'intégrité de la 
barrière intestinale. 
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MATÉRIELS ET MÉTHODES 
1 Description des différentes lignées cellulaires utilisées : 
293T Cellules fœtales de rein, cellules capables de produire des tumeurs 
lorsqu'elles sont injectées dans les souris nues. On les utilise pour la production 
protéique suite à des transfections transitoires. 
Caco 2/15 Cellules provenant d'un adénocarcinome colorectal, mutées p53, APC 
et k-ras. Elles entament un processus de différenciation entérocytaire intestinal 
lorsqu'elles sont cultivées à post-confluence. Ces cellules produisent des tumeurs 
lorsqu'elles sont injectées dans les souris nues. 
DLD-1 Cellules provenant d'un adénocarcinome colorectal, mutées p53, APC 
et k-ras. Elles produisent des tumeurs lorsqu'elles sont injectées dans les souris nues. 
HCT-116 Cellules provenant d'un carcinome colorectal, mutées k-ras et 
exprimant TGF|31 et TGFP2. Elles peuvent produire des tumeurs lorsqu'elles sont 
injectées dans les souris nues. 
HT-29 Cellules provenant d'un adénocarcinome colorectal, mutées p53, APC, 
k-ras et exprimant UPAR. Elles produisent des tumeurs lorsqu'elles sont injectées 
dans les souris nues. 
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2 Culture cellulaire 
Toutes les cellules sont conservées dans un incubateur à 37°C à une atmosphère 
contenant 5 % CO2. Les cellules sont cultivées dans un milieu DMEM (Gibco BRL, 
Burlington, Ontario) en présence de 10 % de sérum bovin fœtal (FBS, Wisent Inc, St-
Bruno, QC), 2mM de glutamine (Gibco BRL, Burlington, Ontario), 0,01 M d'HEPES 
(Gibco BRL, Burlington, Ontario) et 100 ug/ml de pénicilline/streptomycine (Gibco 
BRL, Burlington, Ontario). Les cellules sont récoltées en utilisant la trypsine qui 
inhibe l'adhérence des cellules au plastique des pétris. Les cellules sont incubées dans 
lml de trypsine-EDTA (Gibco BRL, Burlington, Ontario) IX dans le PBS (0,14M 
NaCL, 2,7 mM KCl, lOmM Na2HP04-7H20, l,8mM KH2P04) à 37°C jusqu'à ce que 
les cellules se détachent du pétri, l'activité de la trypsine est inhibée par le milieu de 
culture. 
3 Extraction d'ARN 
L'ARN est extrait selon les instructions de la trousse Totally RNA extract 
(Ambion, Austin, États-Unis). L'ARN est dosé à l'aide du spectromètre SmartSpec 
Plus (BioRad, Mississauga, ON). 
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4 Transcription inverse suivie d'une réaction de 
polymérase en chaîne (RT-PCR) 
Pour synthétiser l'ADN complémentaire correspondant aux ARNm présents dans 
les extractions d'ARN (section 3), 2 ug d'ARN totaux sont utilisés et le volume est 
ajusté à lOul avec de l'eau sans ARNase dans un eppendorf de 1,5 ml. 1 (al d'oligo 
p(dT)i2-i8 (500 ug/ml) (GE Healtcare, Buckinghamshire, UK) et 1 ul de dNTP lOmM 
(GE Healtcare, Buckinghamshire, UK) sont ajoutés et la solution est incubée à 65°C 
pendant 5 min et ensuite refroidie sur glace. Par la suite, 4 ul de tampon 5X first 
strand (Roche, Indianapolis, États-Unis), 2 ul DTT 0,1 M (GE Healtcare, 
Buckinghamshire, UK) et 1 ul RNAguard 40U/ul (GE Healtcare, Buckinghamshire, 
UK) sont ajoutés, suite à quoi la solution est incubée à 42°C pendant 2 min puis 1 uM 
d'enzyme de transcription inverse AMV 40U/ul (Roche, Indianapolis, États-Unis) est 
ajouté et incubé à 42°C pendant 50 min. Les enzymes sont désactivés à 70°C pendant 
15 min, suite à quoi les échantillons sont refroidis sur glace et conservés à -80 °C. 
5 Réaction de polymérase en chaîne (PCR) 
Les réactions de PCR sont réalisées à partir de 1 ul de cDNA synthétisé (section 
4), lui de Taq (NEB, Pickering, ON), 1 ul d'amorce d'oligonucléotides sens lOOng/ul, 
1 ul d'amorce antisens 100ng/ ul (Tableau2), 1 ul de dNTP lOmM, 5 ul de tampon 
10X et de 40 ul d '^O. Le cycle PCR est effectué selon le tableau 2 (Annexe). 
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6 Analyse par PCR quantitatif en temps réel 
Pour effectuer l'analyse de cDNA par PCR quantitatif, 2 ul de cDNA 1:10 
(section 4), 1 ul d'amorce sens et antisens (lOOng/ul), 6 ul d'FfcO autoclave et 10 ul 
de SYBR (Qiagen, Mississauga, ON) sont transférés dans un capillaire de 20ul 
(Roche Diagnostique, Indianapolis, IN). L'appareil light cycler (Roche Diagnostique, 
Indianapolis, IN) est utilisé avec les cycles décrits au tableau 2 (Annexe). 
7 Extraction de l'ADN génomique 
L'extraction d'ADN génomique s'est faite avec des cellules Caco 2/15 à 10 jours 
post-confluence resuspendues dans 10 ml de tampon pour lyse nucléaire (1ml Tris-
EDTA pH8, 8ml NaCl 5M, 0,4ml EDTA 0,5M complété à 100ml avec de l'eau 
autoclave) dans un tube Falcon de 15 ml. Les cellules sont centrifugées à 10°C 
pendant 10 min à 1200 rpm puis resuspendues dans 3 ml de tampon de lyse nucléaire, 
100 ul de protéinase K (Roche Diagnostics, Mannheim, Allemagne) et 400 ul de 
dodésylsulfate sodium 10% (SDS) (Laboratoire Mat, Beauport, QC) pour être 
incubées à 45°C avec agitation pendant toute la nuit. Par la suite, 1 ml de NaCl 6M 
(Fisher, Faire Lawn, New Jersey) est ajouté puis les solutions sont agitées 
vigoureusement pendant 30 secs et centrifugées à 3000 rpm pendant 15 min. Le 
surnageant est transvidé dans un second Falcon de 15 ml, la centrifugation du 
surnageant est répétée de 4 à 5 fois jusqu'à ce qu'il ne se forme plus de culot de sel. 
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Quand plus aucun culot de sel n'était visible, 1/10 du volume de NaAc 3M pH 5,2 
(Fisher, Faire Lawn, New Jersey) et 2,5 X du volume total d'isopropanol froid sont 
ajoutés. L'ADN formant un agglomérat gélatineux est recueilli à l'aide d'un crochet et 
lavé dans 13 ml d'EtOH 70% pour être incubé à température de la pièce avec agitation 
pendant 2 h. L'amas gélatineux est recueilli dans un eppendorf et centrifugé à 13000 
rpm pendant 30 min, le culot est séché et resuspendu dans l'eau autoclave et incubé à 
37°C pendant 90 min. L'ADN a ensuite été dosé avec le spectromètre SmartSpec Plus 
(BioRad, Mississauga, ON). 
8 Construction des plasmides 
8.1 Clonage du gène codant pour FXRa humain et murin 
Les séquences codantes de FXRa humain sont clonées à partir d'ADNc (section 4) 
de cellules Caco 2/15 à 15 jours post-confluence. L'ADN a migré sur gel Agarose 
1 %, la bande correspondante à l'amplicon attendu est extraite du gel de la façon 
décrite ci-dessous. 
8.2 Isolation d'ADN du gel d'agarose 
Pour extraire l'ADN du gel d'agarose, la bande correspondante à l'amplicon 
désiré est coupée et le protocole de l'ensemble Gel Extraction DNA kit (Qiagen, 
Mississauga, ON) est suivi. 
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8.3 Digestions enzymatiques et ligation d'ADN 
Afin d'insérer la séquence codante pour FXRa dans le plasmide BlueScript 
(annexe), le plasmide et l'amplicon sont digérés avec les enzymes de restrictions Bam 
Hl et Xho 1 (Tableau 3). La réaction enzymatique est effectuée dans un volume final 
de 20 ju.1 avec 1 ul de l'enzyme Bam Hl, 1 ul de l'enzyme Xho 1 et 1 ug de plasmide 
ou d'amplicon. La réaction est incubée à 37°C pour environ 12 h. Suite à cette 
digestion, une migration sur gel d'agarose 1 % permet l'isolation de la bande 
correspondante à l'amplicon et au plasmide digéré (section 9.2). La séquence de 
FXRa a été insérée dans le plasmide BlueScript en utilisant une proportion 3 fois plus 
importante d'amplicon que de plasmide. La réaction est effectuée dans un volume 
final de 20 ul, en utilisant 2ul de tampon de ligation 10X et lui de la T4 DNA Ligase 
(NEB, Pickering, ON), avant une incubation à 16°C toute la nuit. 
8.4 Transformation bactérienne 
Pour produire le plasmide construit, 100 ul de bactéries Top'10, rendues 
compétentes par perméabilisations au rubidium chloride (Sigma Aldrich, Steinheim, 
Allemagne) sont transformées par la méthode de choc thermique en présence de 10 ul 
de la réaction de ligation ou 1 à 2 ug d'ADN. La solution contenant les bactéries et les 
plasmides est incubée sur glace pendant 30 min suite à quoi elle est incubée à 42°C 
pendant 45 sec et remise sur glace pour 2 min. Après ce choc thermique, 500 ul de 
milieu LB (10g Bacto-tryptone, 5g bacto-yeast citrate, 10g NaCl pour 11 d'eau) sont 
52 
ajoutés puis incubés à 37°C pendant 1 h. Pour sélectionner les bactéries ayant 
introduit le plasmide contenant le gène de résistance à l'ampicilline, 100 ul de la 
solution de transformation sont étalés sur un pétri d'agar contenant de l'ampicilline 
(milieu LB avec 15g de Bacto-Agar et lul/ml d'ampicilline lOOng/ml) et incubés à 
37°C pendant 12 h. Pour déterminer les clones contenant le plasmide désiré, quelques 
colonies ayant proliféré sont cultivées et l'ADN plasmidique est vérifié par digestion 
enzymatique de la façon décrite ci-dessous. 
8.5 Vérification des colonies bactériennes produisant le plasmide 
construit par isolation de plasmide à petite échelle «Miniprep » 
Pour déterminer si la colonie ayant proliféré contient un plasmide ayant inséré 
l'amplicon d'intérêt, l'ensemble Mini Prep (Qiagen, Mississauga, ON) est utilisé 
selon le protocole. Afin de vérifier les plasmides recueillis, 16 ul de la solution de la 
Mini Prep en présence de 2 ul de tampon B 10X (tableau 3), 1 ul de l'enzyme Bam 
Hl et 1 ul de l'enzyme Xho 1 est incubée 30 à 60 min à 37°C. Ces réactions sont 
ensuite séparées sur gel 1 % d'agarose, les clones positifs sont constitués de deux 
bandes, 1 bande correspondant à l'insert, c'est-à-dire la séquence codante pour FXRa, 
et une deuxième bande correspondant au plasmide BlueScript linéarisé. 
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8.6 Extraction d'ADN par isolation de plasmide à moyenne échelle 
« Midi Prep » 
Une fois les clones positifs identifiés par la technique de Mini Prep (section 9.5), 
150 ul des 300 ul de la culture bactérienne conservés au départ sont ajoutés à 100 ml 
de milieu LB contenant de l'ampicilline. Ce milieu est ensuite incubé pendant 12 à 18 
h à 37°C. Le bouillon de culture est centrifugé à 5000 rpm à 4°C pendant 10 min, le 
surnageant est retiré et le culot est séché, suite à quoi, le protocole de l'ensemble 
Plasmid Midi Kit (Qiagen, Mississauga, ON) est suivi. 
8.7 Séquençage 
Les plasmides pBS-FXR recueillis sont séquences par le Laboratoire du Dr. Pierre 
Day à l'institut de pharmacologie de Sherbrooke (I.P.S). Le fragment est inséré entre 
les deux promoteurs T3 et T7, donc les amorces utilisées pour amplifier l'insert 
correspondent aux séquences T3 et T7 (annexe). Par la suite, la séquence déterminée 
est comparée à celle retrouvée sur pubMed. 
8.8 Construction du plasmide d'expression h-FXR, h-FXR-HA avec 
le vecteur pLenti6/V5 D-TOPO 
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Pour construire les plasmides d'expression pLenti-h-FXR et pLenti-h-FXR 
étiqueté HA, les oligonucléotides décrits dans le tableau 2 sont utilisés avec les 
plasmides pBlueScript-h-FXR précédemment décrits. La même stratégie de 
construction que décrite ci-dessus a été utilisée, c'est-à-dire que les fragments 
correspondant à h-FXRa4 sont amplifiés à partir de pBlueScript-h-FXR utilisant les 
amorces oligonucléotides du tableau 2. Le produit PCR qui en résulte est soumis à une 
migration sur gel d'agarose 1 %. Les fragments d'ADN correspondant à h-FXRa et h-
FXRa-HA sont extraits, digérés par Bam Hl et Xho I puis insérés dans le plasmide 
pLenti6/V5D-TOPO (annexe). Les mêmes étapes de transformations bactériennes 
(section 8.4) en utilisant les bactéries Stble 3, la vérification des clones positifs 
(section 8.5) et la production d'ADN plasmidique (section 8.6) que pour la 
construction de pBluescript-hFXR sont effectuées. 
8.9 Construction du plasmide rapporteur contenant le promoteur de 
IBABP dans les vecteurs TkLuc et pGL3-basic 
L'amplification de la séquence du promoteur de IBABP (de la position -1052pb à 
+ 97pb de la séquence d'initiation de la transcription) est effectuée avec les amorces 
du tableau 2 (Annexe), permettant de générer un fragment contenant la séquence 
reconnue par les enzymes Bam Hl en 5'-terminal et Xho 1 en 3'-terminal. Le 
fragment d'ADN est amplifié avec l'ADN polymérase pfU (Stratagene, La Jolla, 
USA) à partir d'ADN génomique de CaCo 2/15 à 10 jours post-confluence (section 7) 
et purifié par extraction de la bande d'ADN correspondant au fragment dans un gel 
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d'agarose 1 % (section 8.2). Suite à quoi, il est introduit dans le plasmide BlueScript 
par digestion Bam Hl et Xho 1. Les mêmes étapes effectuées pour produire le 
plasmide BlueScript-h-FXR sont suivies c'est-à-dire la ligation, la transformation 
bactérienne, l'identification d'un clone positif et le séquençage pour s'assurer que le 
fragment inséré est celui désiré. 
Une fois assuré que le fragment inséré correspond au promoteur d'IBABP, celui-ci 
est amplifié avec les amorces décrites dans le tableau 2. Deux plasmides sont produits 
où le gène de référence luciférase est modulé par le promoteur de IBABP (pIBABP). 
Le plasmide TKLuc (annexe) est utilisé où TK est retiré par digestion enzymatique 
Bam Hl et Xho 1 et remplacé par pIBABP. Pour le deuxième plasmide, pGL3 
(annexe), pIBABP est insérée par digestion Sac I et Xho I. Pour générer pIBABP 
l'amorce contenant un site Sac I en amont de la séquence du promoteur d'IBABP, et 
l'amorce ajoutant la séquence reconnue par l'enzyme de restriction Xho 1 en aval, 
sont utilisées avec pBlueScript-pIBABP. Encore une fois les mêmes étapes de 
ligation, transformation bactérienne et production de plasmide sont effectuées. 
8.10 Construction d'un plasmide produisant un Sh-hFXR 
Afin de construire les plasmides exprimant un Sh-ARN reconnaissant l'ARNm de 
FXRa, 20 ul d'oligonucléotides Sh sens et anti-sens lug/ul (tableau 2, Annexe) sont 
mélangés à 5 ul de tampon d'appariement (1ml Tris-HCL 5M pH 7,5, 2ml NaCl 5M, 
0,2 EDTA 0,5M 6,8 ml d'eau), 5 ul d'eau distillé et incubés à 65°C pendant 10 min. 
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Par la suite, les oligonucléotides sont introduits par ligation (section 8.3) dans le 
vecteur Lenti6/U6, qui contient un promoteur particulièrement efficace pour transcrire 
TARN. Les oligonucléotides et les vecteurs sont préalablement digérés par les 
enzymes de restrictions Bam Hl et Xho l.Les 10 ul de ligation sont transformés dans 
100 ul de E. Coli Stble3 compétentes. Une Midi Prep est ensuite effectuée avec 
quelques colonies (section 8.5), lOug de plasmide sont digérés avec les enzymes de 
restriction Bam Hl et Xho 1 pour vérifier que le fragment inséré soit du bon poids 
moléculaire. Le produit de la digestion a migré dans un gel 12% acrylamide (4 ml 
Acrylamide 30%, 5,05 ml H20, 0,5 ml TBE 10X (54g TRIS Base, 27,1g acide 
borique, 20 ml Na2EDTA 0,5M, 480ml H20), 0,45 ml glycérol 50%, 10 ul de 
TEMED et 5 (il de EtBr (10mg/ml)). 
9 Transfection transitoire 
Lors des transfections transitoires, les cellules sont préalablement divisées la veille 
pour qu'elles atteignent de 70 % à 90 % de confluence. Dans les pétris de 100mm 
(Corning, NY, USA), 10 ug totaux d'ADN sont utilisés, alors que 5 p.g sont utilisés 
pour les pétris de 60mm et lug pour les puits de plaque de 12 puits. L'agent 
liposomique de transfection utilisé pour les cellules 293T, HCT-116, et les D1D-1 est 
la lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carisbad, USA) à raison de 2ul/ug d'ADN. Pour 
transfecter les HT-29, l'agent liposomique est le genejuice (Novagen, San Diego, 
USA) et 2ul/ug sont utilisés. L'ADN et l'agent de transfection sont incubés 
séparément dans 250ul d'optiMEM (Gibco BRL, Burlington, Ontario) pendant 5 min 
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à température de la pièce puis incubés ensemble pendant 30 min à température de la 
pièce, permettant à l'ADN de former des complexes avec les liposomes. La quantité 
nécessaire d'optiMEM est ajoutée au mélange d'ADN et de lipofectamine pour 
remplacer le milieu de culture et les cellules sont incubées à 37°C pendant 3 à 4 
heures. Suite à quoi, le milieu est changé par un milieu contenant différentes 
concentrations de CDCA (Sigma Aldrich, St-Louis, Mo) et/ou GW4064 (GSK, North 
Carolina, USA) tous deux dissous dans le diméthyl sulfoxyde (DMSO) (Sigma 
Aldrich, St-Louis, Mo) et utilisés dans un milieu « strippé », pour 24 à 48 heures. Le 
milieu est dit « strippé » puisqu'il est débarrassé des hormones et autres molécules 
lipophiliques suite à une filtration avec du charbon activé. 
10 Essai luciférase 
Les cellules utilisées sont ensemencées la veille de la transfection dans des 
plaques de 12 puits à raison de 200 000 cellules/puits. En général, 0,4 ug de vecteur 
du gène rapporteur luciférase (pGL3-pIBABP, TopFlash ou cycline Dl, pGL2-pSI 
(annexe), sont utilisés pour la transfection (section 9) en plus de 0,1 ug du vecteur 
d'expression de pCMX-P-galactosidase (annexe) et de 0,2ug de vecteur d'expression 
(h-FXR, m-FXR, Sh-hFXR, Sh-mFXR et/ou (3-caténine et/ou le vecteur pLenti-vide) 
pour obtenir une quantité identique de 0,9 ug d'ADN total dans chaque puits. Après le 
temps d'incubation nécessaire, les cellules sont lysées avec 300 ul de tampon de lyse 
(1 plaque 12 puits : 3,6 ml solution stock de tampons de lyse pH 7,8 (0,025M gly-gly, 
0,015M MgS04, 0,004M EGTA), 0,14 ml triton 25%, 7,25ul DTT 1M) pendant 
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30 min avec agitation. La quantité de luminescence est déterminée avec le 
luminomètre (LumiLumat, EG&G Berthold) en mélangeant dans une cuvette de 3 ml 
(Starsted, Newton, USA), 100 ul du lysat cellulaire, 100 ul de tampon réactionnel 
(pour 1 plaque de 12 puits: 1,2ml solution stock de tampons de lyse, 19ul K2HPO4 IM 
~1 goutte NaOH, 75ul ATP 0,1M, 3,75ul DTT IM) et 100 ul de luciférine pH 7,8 
(25mg luciférine, 2,75 ml Gly-Gly IM, 1,65 ml MgS04 IM, 1,75 ml EGTA 0,25M, 
103,8 ml eau ultra-pure). Si la luminescence est trop forte, 50ul de lysat cellulaire sont 
utilisés. 
11 Essai p-galactosidase 
Pour détecter la quantité de P-galactosidase produite dans chaque puits, et ainsi 
normaliser l'activité de la luciférase par la quantité d'ADN exogène transfecté, 20ul 
du même lysat cellulaire utilisé à l'essai luciférase (section 10) est déposé dans une 
plaque de 96 puits sur glace où 150 ul du réactif P-gal (lOmg 2-nitrophenyl |3-D-
galactopyranose et 10 ml tampons P-gal (100ml Na2HPÛ4 600mM, 100 ml 
NaH2P04 400mM, 10 ml KC1 IM, 1 ml MgC12 IM, 3,5 ml beta-mercapto 14,3M, 
complété à IL avec de l'eau et protégée de la lumière) fraîchement préparé est ajouté 
et incubé à 37°C jusqu'à l'apparition de la coloration jaune. L'absorbance est 
déterminée à 420 nm par un spectrophotomètre. 
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12 Infection lentivirale 
12.1 Production de virus 
Pour produire des virus permettant l'intégration d'une séquence désirée et la 
surproduction d'une protéine de façon stable, des virus lentiviraux sont produits en 
transfectant des pétris d'un diamètre de 10cm et contenant des cellules 293T avec 
10 ug de pLPl, pLP2, pVSVG (Invitrogen, Carlsbad, CA), pLenti-contenant le gène 
de la protéine d'intérêt et 60ul de lipofectamine 2000 dans 5 ml d'opti-MEM pendant 
3 h. Les cellules sont ensuite incubées avec 7 ml de milieu pendant 48h dans une 
chambre de culture à confinement de niveau 2, suite à quoi, le milieu contenant les 
virus est récupéré et filtré pour être utilisé immédiatement ou congelé en aliquots de 
2ml à -80°C. 
12.2 Infection des cellules 
Les cultures de cellules utilisées pour l'infection ont entre 50 % et 70 % 
confluence et ont été ensemencées la veille. 2 ml de virus contenant 2 ul de polybrène 
4mg/ml (Invitrogen, Carlsbad, CA) sont incubés dans les pétris d'un diamètre de 
100mm et 60mm alors que 1ml de virus contenant 1 ul de polybrène est utilisé pour 
les pétris d'un diamètre de 35mm. Les cellules sont incubées pendant 1 h à 37°C. Par 
la suite, le volume nécessaire de milieu contenant 1 ul de polybrène par ml de milieu 
est ajouté et les cellules sont incubées pendant 48h. Par la suite le milieu est changé 
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pour un milieu contenant 1 ul/ml de blasticidine 5 ug/ml (Invitrogen, Carlsbad, CA). 
Pour les cellules Caco 2/15, le milieu est changé et 24 h plus tard la blasticidine est 
ajoutée au milieu. Avant d'être transférées dans les hottes de confinement de niveau 1, 
les cellules doivent avoir été changées de pétri 2 fois, les cellules sont traitées en 
moyenne 5 jours avec la blasticidine avant d'être utilisées. 
13 Extraction protéique 
13.1 Technique Triton 
Les cellules sont recueillies en retirant le milieu et grattant les cellules avec 1ml de 
PBS froid et centrifugées à 3000 rpm pendant 2 min à 4°C, et resuspendues dans 1 ml 
de tampon de lyse triton (1% triton X-100, 50mM tris-HCl pH 7,5, lOmM NaCl, 
5mM EDTA, 40mM P-glycérophosphate, 50mM NaF, 5% glycérol) contenant du 
PMSF, lul/lml pepstatine 0,7mg/ml, 1 ul/ml leupeptine 0,5mg/ml, 1 ul/ml apotinine 
0,5mg/ml (ou 1 comprimé de Complète mini pour 10 ml de solution triton, EDTA-free 
(Roche, Indianapolis, IN)), agitées pendant 20 min à 4°C, et centrifugées à 13000 rpm 
pendant 10 min à 4°C. Le surnageant est recueilli et conservé à -20°C. 
13.2 Technique Laemmli 
Le milieu des cellules est retiré et les cellules sont recueillies en grattant avec 1ml 
de PBS, puis centrifugées à 3000 rpm pendant 2 min à 4°C. Le culot de cellule est 
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resuspendu dans -500 ul de laemmli (4X - 12,5ml Tris HCl IM, 46g SDS, 20ml 
glycérol, lOmg bromophénol bleu, 17,5ml d'eau) contenant 5 % de P-mercaptoéthanol 
(Sigma Aldrich, St-Louis, Mo) et les cellules sont lysées par pipetages consécutifs. 
Ensuite, les cellules sont soniquées pendant 10 sec à intensité 10 avec l'appareil 
Microson Ultrasonic Cell Disruptor (Heat System Ultrasonics), suite à quoi les lysats 
cellulaires sont bouillis pendant 5 min, refroidis sur glace et conservés à -80°C. 
14 Dosages protéiques 
14.1 Technique de Bradford 
Les protéines extraites par lyse Triton sont dosées par la technique de Bradford. 
Avec une solution d'albumine provenant de sérum bovin (BSA) (Sigma Aldrich, St-
Louis, Mo) de lmg/ml, des solutions standard de concentration de 0 à 8mg/ ml sont 
réalisées dans un volume final de 800ul. L'échantillon (1 ul) est dilué dans 799 (il 
d'eau et 200 ul de solution Bradford (BioRad, Mississauga, ON) sont mélangés aux 
dilutions et aux solutions standard. L'intensité de la coloration bleue est déterminée à 
595nm avec l'appareil SmartSpec Plus (BioRad, Mississauga, ON). La courbe 
standard sert à déterminer la concentration de protéine dans les échantillons. 
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14.2 Technique de Lowry 
Les protéines extraites dans la solution de lyse Laemmli sont dosées par la 
technique de Lowry. L'échantillon (lOul) est incubé pendant 30 min minimum à 4°C 
dans 100 ul d'acide trichloracétique (TCA) 20 %, puis précipité par centrifugation à 
13 000 rpm pendant 10 min à 4°C. Le culot est resuspendu avec 100 ul de NaOH 0,1 
N où 1ml de la solution A (0,5 ml de Na tartrate 0,5%, 1ml de CuS04 0,5% complété 
à 50 ml avec Na2 C03 2% dans NaOH 0,1N) est ajouté, vortexé puis incubé à 
température de la pièce pendant 10 min. Par la suite, 100 ul de solution de Folin IN 
sont ajoutés et incubés à température de la pièce pendant 30 min. Par la suite, 
l'intensité de coloration est déterminée à l'aide de l'appareil SmartSpec Plus (BioRad, 
Mississauga, ON) à 630nm. Une courbe standard est produite avec différentes 
concentrations (de 0 à 80 ug/ml) de BSA dans un volume final de 100 (il de NaOH 
0,1 N. L'intensité de la coloration de la courbe standard sert à déterminer la 
concentration de protéine dans les échantillons. 
15 Immunobuvardage de type western 
Un gel SDS-PAGE 10 % ( 4 ml d'eau, 3,3 ml d'acrylamide 30%, 2,5ml Tris 1,5M 
pH 8.8, lOOul SDS 10%, lOOul d'ammonium persulfate (APS) 10%, 4ul TEMED) et 
un gel de rétention 5 % (2,1ml d'eau, 500ul acrylamide 30%, 380ul Tris 1M pH 6,8, 
30ul SDS 10%, 30ul APS 10%, 3(il TEMES) sont utilisés pour faire migrer entre 30 à 
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50 ug de protéines pendant 1 h 15min à 20mA dans la solution de migration (1,51g 
Tris-Base, 7,2 glycine, 5ml SDS 10%, 495ml d'eau). Les protéines sont transférées 
sur une membrane de polyvinylidene difluoride (PVDF) (GE Healtcare, 
Buckinghamshire, UK)), préalablement mouillée dans le méthanol, pendant 90 min à 
250 mA dans un tampon de transfert (1,5g Tris-Base, 7,2g de glycine, 100ml de 
méthanol, 400ml d'eau) en présence de glace. Par la suite la membrane est bloquée 
par incubation à température de la pièce pendant 1 h avec du lait 5 ou 10 % fait à 
partir de lait déshydraté (Lactantia) dans le TBST 1 % (24,2g Tris-base, 80g NaCl, IL 
d'eau, ajuster pH 7,6, 1ml de Tween). La membrane est incubée avec l'anticorps 
primaire (tableau 4) pendant 12 h à 4°C. La membrane est lavée à 3 reprises avec la 
solution de TBST 1 % pendant 10 min avec une forte agitation et incubée avec 
l'anticorps secondaire (tableau 4, Annexe) à température de la pièce pendant 1 h, suite 
à quoi elle est lavée comme mentionné précédemment. L'ensemble de détection de 
chemiluminescence (Perking Elmer, Boston, MA) est utilisé selon les instructions 
pour révéler les protéines désirées. Un volume équivalent des deux solutions est 
mélangé et immédiatement incubé sur la membrane pendant 1 min, l'excédent est 
enlevé et un film KODAK (Carestream Health Paris, France) est exposé selon le 
temps nécessaire à l'apparition de bandes. La membrane est réutilisée plusieurs fois 
afin de révéler la présence d'autres protéines suite à une déhybridation faite en 
utilisant ReBlot mild 10X (Chemicon International, Temecula, CA) en diluant un 
volume de cette solution dans 9 volumes d'eau et en agitant à température de la pièce 
pendant 20 min. Par la suite, les mêmes étapes sont suivies à partir du blocage de la 
membrane avec le lait 5 % pendant 1 h. 
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16 Histochimie 
16.1 Préparation des tissus et mise en paraffine 
Les tissus sont d'abord lavés dans le PBS IX froid et incubés dans le PFA 4% 
(annexe) pendant environ 12 h, puis lavés 2 fois avec de l'EtOH 70% froid pour y être 
conservés. Par la suite les tissus sont lavés 6 fois pendant 10 min avec de l'EtOH 
70 %, trois fois pendant 10 min avec de l'EtOH 95 %, trois fois pendant 10 min avec 
de l'EtOH 100%, trois fois pendant 20 min avec EtOH 100 %, 1 h. dans le toluène et 
finalement un 12 h dans le toluène. Les tissus sont ensuite mis en paraffine au 
département de pathologie du CHUS. 
16.2 Coupe et coloration hématoxyline et éosine 
Les blocs de paraffine contenant les rondins d'intestins sont préalablement 
refroidis dans le congélateur et coupés à une épaisseur de 0,5 \im puis adhères sur une 
lame de verre silanisée. Les lames sont incubées à 60°C pendant 20 min puis 
déshydratées par deux lavages dans le xylène pendant 5 min suivis de deux lavages de 
2 min dans l'EtOH 100 %, deux lavages de 2 min dans l'EtOH 95 %, deux lavages de 
1 min. dans l'EtOH 70 % et une incubation dans l'H20. Les lames sont ensuite 
colorées, en incubant les lames pendant 3 min dans l'hématoxyline (Harris'Alum 
hematoxylin, EMD, gibbstown, NJ), lavées dans l'eau courante pendant 5 min, 
incubées dans l'alcool acide pendant 30 sec, lavées à l'eau courante pendant 1 min, 
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incubées dans le lithium carbonate 1 % pendant 90 sec, lavées sous l'eau courante 
pendant 5 min, rincées par 10 trempages dans l'EtOH 95 %, incubées dans l'éosine 
pendant 90 sec. Finalement, les lames sont deshydratées par 2 incubations de 2 min 
dans l'EtOH 95% et 2 incubations de 5 min dans l'EtOH 100 %. Les lamelles sont 
collées sur le tissu à l'aide de cytoseal de viscosité moyenne (Richard-Allan 
Scientific, Kalamazoo, MI). 
16.3 Immunohistochimie 
Les lames contenant des tissus sont déshydratées comme décrit précédemment 
dans la section 16.2 et les antigènes sont réactivés en incubant les lames dans une 
solution d'acide citrique 10 mM pH6 bouillante pendant 10 min puis refroidies à 
température de la pièce pendant 15 min. Les lames sont refroidies avec l'eau courante 
pendant 10 min et incubées dans une solution 0,3 % H202/dans le méthanol pendant 
30 min puis rincées 2 fois avec du PBS IX pendant 5 min. Les tissus ont 
préalablement été encerclés à l'aide d'un crayon PAP (Cedarlane Laboratories 
Limited, Hornby, ON). Par la suite les lames sont bloquées en utilisant le protocole du 
kit de Vector Laboratory Inc (Burlingame,CA) en incubant avec une solution de 
streptavidine pendant 15 min, suivi d'un rinçage avec du PBS IX, une incubation 
avec la solution de biotine, d'un rinçage au PBS IX et finalement avec une solution 
de bloquage (Blue Juice) (Immunotech, Vaudreuil-Dorion, QC). Les lames sont 
ensuite incubées avec l'anticorps primaire à une concentration de 1 :50 dans du PBT 
(43.5ml d'eau, 5ml de PBS IX, 0,5 ml BSA 10%, 1ml triton X-100) pendant 40 min à 
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37°C, lavées deux fois avec du PBS IX pendant 5min, incubées avec l'anticorps 
secondaire couplé à la biotine 1 : 200 PBT pendant 40 min à 37°C, lavées deux fois 
avec du PBS IX pendant 5 min et finalement incubées avec la strepavidine conjuguée 
à la streptavidine de raiford (BD Biosciences, Mississauga, Ontario) 1 :1000 
préalablement préparée dans le PBT pendant 40 min à 37°C, puis lavées 2 fois avec 
du PBS IX pendant 5 min. La coloration brune est induite par le réactif DAB du kit 
de Vector Laboratories, par l'incubation pendant 2 à 10 min, puis lavée pendant 5 min 
dans l'eau. Par la suite la coloration des noyaux est effectuée en incubant les lames 
pendant 20 sec dans l'hématoxyline. Les lames sont rincées 2 min à l'eau courante, 
plongées 6 fois dans l'EtOH 70 % acide (495ml ETOH 70%, 5 ml HCl) puis rincées 
pendant 2 min à l'eau courante. Finalement, les lames sont déshydratées par 2 
plongeons dans EtOH 50%, deux plongeons dans EtOH 70%, 2 plongeons dans EtOH 
80 %, 4 plongeons dans EtOH 80 %, 4 plongeons dans EtOH 100 % et 2 fois 1 min 
dans le xylène. Les lames sont séchées et les lamelles sont collées à l'aide de cytoseal. 
17 Décompte cellulaire 
Les cellules sont trypsinisées, centrifugées à 2000 rpm et resuspendues dans lOOul 
de milieu. Elles peuvent être conservées environ 1 h dans le milieu. Cette solution 
(lOul) est insérée dans l'hématocytomètre et les cellules sont comptées. On compte la 
section du centre en comptant les quatre cases des coins et la case du centre, le résultat 
est multiplié par 50 000. 
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18 Courbes de croissance 
Après que les cellules aient décollé du pétri en utilisant la trypsine, du milieu de 
culture est ajouté pour désactiver l'enzyme. Les cellules sont ensuite comptées en 
diluant 50 ul de solution contenant les cellules dans 10 ml de solution isocounter, et 
comptées avec l'appareil Berkman Cell Counter. Les cellules sont ensuite 
ensemencées dans des plaques de 6 puits à raison de 50 000 ou 75 000 cellules par 
puits dans un milieu contenant soit DMSO, CDCA ou GW4064, le milieu est changé 
au jour 3 et 5. Les cellules sont comptées aux jours 1-3-5-7, les différentes conditions 
ont été faites en triplicata pour chaque jour. 
19 Analyses statistiques 
Les résultats sont analysés statistiquement par analyse de variance (test Anova) 
en utilisant le logiciel SPSS disponible au département. 
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RÉSULTATS 
1 Expression de FXRa dans les tissus colorectaux sains et 
cancer 
Afin de reproduire avec notre banque de tissus ce qui avait été observé dans la 
littérature, nous avons déterminé l'expression génique par PCR quantitatif en temps 
réel de h-FXRa dans 10 tissus appariés de cancers colorectaux et tissus sains. Par 
l'ADNc synthétisé à partir de tissus sains et provenant de cancers colorectaux, on 
observe une diminution moyenne de 32% (p <0,05) de h-FXRa dans les tissus 
cancéreux comparativement aux tissus adjacents sains (figure 15). Ces résultats 
appuient les observations déjà faites par De Gottardi (2004). Par contre, dans cette 
étude, les échantillons de tissus sains et cancéreux n'étaient pas appariés et donc ne 
provenaient pas du même patient. 
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Figure 15: Diminution de l'expression génique de FXRa dans les tissus de cancers 
colorectaux comparativement aux tissus sains appariés. Graphique illustrant 
l'expression génique de h-FXRa déterminée par PCR quantitatif en temps réel, 
normalisée par l'expression du gène de référence h-TBP. On observe une diminution 
moyenne de 32% (p=0,01) de l'expression de FXRa dans les tissus humains 
provenant de cancers colorectaux, comparativement aux tissus sains adjacents. Cette 
expérience fut exécutée à une reprise avec 10 échantillons appariés. * : 
significativement différent (p=0,01). 
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2 Expression différente de FXRa dans les lignées cellulaires 
cancéreuses colorectales 
On observe une différence d'expression génique de h-FXRa dans certaines 
lignées cellulaires humaines intestinales, tel qu'illustré à la figure 16. On observe une 
quantité plus importante de l'expression de h-FXRa dans les cellules Colo-205 et une 
présence dans les Lovo, T-84, HIEC et 293T, alors que h-FXRa n'est pas exprimé 
dans les cellules HT-29, DLD-1, HCT-116. Toutes ces lignées cellulaires proviennent 
d'adénocarcinomes colorectaux sauf les HIEC provenant de cellule cryptale d'iléon 
embryonnaire normal, et les 293T provenant d'un adénocarcinome rénal de singe 
immortalisé par l'antigène grand T. Par ce résultat, on observe que h-FXRa est 
présent dans certaines cellules de cancer du côlon, et absent dans d'autres. 
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Figure 16 : Expression génique de FXRa dans les différentes lignées cellulaires de 
cancer colorectal. Graphique illustrant l'expression génique par PCR quantitatif en 
temps réel de h-FXRa normalisée par l'expression de h-TBP dans certaines lignées 
cellulaires. On observe une expression plus importante pour h-FXRa dans les cellules 
Colo 205 en comparaison avec son expression dans les cellules Lovo, T-84, HIEC et 
293T. L'expression génique est absente dans les cellules HT-29, DLD-1 et HCT-116 
puisque le produit d'amplification n'est pas observé après 35 cycles, n = 1. 
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3 Clonage de FXRa humain et surexpression stable 
3.1 Clonage de la séquence codante de FXRa humain 
La séquence codante pour FXRa humain a été clonée et insérée dans le vecteur 
pBlueScript-SK-(pBS(SK-) (annexe) dans le but de la séquencer pour confirmer 
l'exactitude de la séquence clonée. Le gène codant pour FXRa4 humain a été clone à 
partir de l'ADNc provenant de cellules Caco 2/15 cultivées pendant 15 jours après 
l'atteinte de la confluence, où la présence de FXRa est connue (De Gottardi et al., 
2004). La bande à une hauteur correspondante de 1,481 Kpb sur un gel d'agarose 1%, 
correspondant à la séquence clonée suite à une digestion Bam HI et Xho I (figure 17), 
et une bande à 2,96 Kpb correspondant à la digestion du vecteur pBS(SK-) avec les 
mêmes enzymes. On observe deux bandes dans le puit correspondant au vecteur 
construit, pBS-h-FXR, suite à une digestion Bam Hl et Xho I. La bande du haut 
correspond au vecteur pBS(SK-) et celle du bas à la séquence codante pour FXRa 
humain (h-FXR). Le vecteur pBS-h-FXR à été séquence par la suite dans le 
laboratoire de Dr. Day situé à l'institut de pharmacologie de Sherbrooke (annexe) 
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Figure 17: Construction d'un plasmide contenant la séquence correspondant à FXRa 
humain. Gel d'agarose (1%) confirmant l'insertion d'un fragment d'ADN codant 
pour FXRa humain dans le vecteur d'expression pBlueScript(SK-) pour séquençage 
afin de vérifier l'intégrité de la séquence clonée. Gel d'agarose (1%) avec migration 
de produits de digestion par les enzymes Bam Hl et Xho 1 d'un fragment codant 
pour h-FXRa humain (puit 2), pBS(SK-) (puit 3), et le vecteur construit pBS-h-FXR 
(pui4). Le puit 1 représente l'échelle moléculaire ADN. 
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3.2 Construction de vecteurs d'expressions pour FXRa 
humain 
Une fois assuré que la séquence clonée correspondait à la séquence codante de 
FXRa4 humain (que nous appellerons h-FXRa), l'amplicon correspondant à h-FXRa 
étiqueté par la séquence HA (tableau 2) a été produit afin de pouvoir identifier plus 
facilement la protéine produite en utilisant un anticorps efficace, l'anticorps anti-HA 
(sc7392). Ces séquences ont été amplifiées et insérées dans deux vecteurs 
d'expression : pLenti6/V5D-TOPO (pLenti) (annexe), permettant la production de la 
protéine FXRa humaine et de lentivirus, et le vecteur pGex4T2 (annexe) permettant 
l'expression de la protéine de fusion FXRa-GST humaine en présence d'IPTG 
(Isopropyl P-D-1-thiogalactopyranoside). On observe à la figure 18 les produits de 
digestion avec les enzymes Bam HI et Xho I pour h-FXRa, pLenti, pGex4T2 et les 
vecteurs construits, pLenti-h-FXR, pLenti-hFXR-HA et pGex-h-FXR, confirmant 
l'insertion de h-FXRa et h-FXRa-HA. 
Pour s'assurer que les vecteurs d'expression construits produisent la protéine 
correspondante à FXRa-HA, un immunobuvardage de type Western fût effectué avec 
les lysats cellulaires recueillis suite à une transfection transitoire dans les cellules 
293T avec pLenti-vide et pLenti-h-FXR-HA. Les bandes observées à la figure 19 sont 
à la hauteur correspondant au poids moléculaire de FXRa (49KDa). Elles ont été 
détectées en utilisant un anticorps dirigé contre l'étiquette HA. Ces résultats indiquent 
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que la séquence clonée et introduite dans le vecteur pLenti permet la production d'une 
protéine du poids moléculaire de FXRa, et ce même avec l'ajout d'une séquence HA à 
la fin de la séquence codante de h-FXRa. 
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Figure 18 : Construction de vecteurs d'expression pour la protéine FXRa et FXRa-
HA. Séparation sur gel d'agarose (1%) des plasmides construits confirmant l'insertion 
de la séquence codante pour FXRa humain et FXRa étiqueté HA dans les vecteurs 
d'expression pLenti6/V5D-TOPO et pGex4T2. Gel d'agarose (1%) représentant les 
produits de digestion avec les enzymes Bam HI et Xho I de la séquence h-FXRa (puit 
2), vecteur pGex4T2 (puit 3), vecteur pLenti-h-FXR (puit 4), vecteur pLenti-h-FXR-
HA (puit 5), vecteur pGex-h-FXR (puit 6) et le vecteur pLenti6/V5D-TOPO (puit 7). 
Le puit 1 correspond à l'échelle de poids moléculaire d'ADN 
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Figure 19 : Expression de la protéine FXRa-HA par les vecteurs d'expression 
construits. Exemple d'immunobuvardage de type Western confirmant l'expression de 
la protéine FXRa étiquetée HA par les vecteurs d'expression pLenti-h-FXR-HA. Les 
cellules 293T ont été transfectées transitoirement pendant 48h avec les vecteurs 
pLenti-vide (puits 1) ou pLenti, pLenti-h-FXR-HA (puits 2), 50\ig de lysat protéique 
ont été séparés par électrophorèse et la membrane PVDF a été incubée avec l'anti-HA 
(sc-7392). 
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3.3 Clonage du promoteur de IBABP 
Le promoteur de la séquence codant pour IBABP a été clone à partir de l'ADN 
génomique de Caco 2/15 à 10 jours post-confluence. Ce promoteur contient l'élément 
de réponse IR-1 positionné à -162pb du codon initiateur de la transcription (Grober J. 
et al 1999), reconnu directement par l'hétérodimère RXRa/FXRa activé. La séquence 
clonée correspond à la séquence -1052pb à +97pb du codon initiateur de la 
transcription et a été introduite dans le pBS(SK-) (résultat non illustré) pour que la 
séquence soit vérifiée par séquençage (annexe) avant de construire des vecteurs 
exprimant le gène rapporteur luciférase sous le contrôle du promoteur de IBABP, 
pLuc (du vecteur pTKLuc où TK a été excisé) et pGL3basique. On observe sur le gel 
d'agarose 1% le produit de la digestion par les enzymes Xho I et Bam HI ou Sacl, du 
promoteur de IBABP d'une taille de 1,149 Kb, le vecteur pLuc (annexe) d'une taille 
de 6,5 Kb, le vecteur pGL3basique d'une taille de 4,82Kb et des vecteurs construits 
pLuc-pIBABP et pGL3-pIBABP constitués de deux bandes confirmant l'insertion du 
promoteur de IBABP. 
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Figure 20 : Construction de vecteurs rapporteurs de l'activité de FXRa. Gel de 
rétention confirmant l'insertion de la séquence du promoteur IBABP dans les vecteurs 
d'expression du gène rapporteur luciférase pLuc et pGL3basique créés afin de vérifier 
l'activité transcriptionnelle de FXRa. Gel d'agarose 1% représentant les différentes 
digestions avec les enzymes Xho I et Bam HI ou Sac I, de la séquence promoteur 
IBABP (puit 2 et 3), de pLuc (puit 4), pGL3basique (puit 5), pLuc-pIBABP (puit 6) et 
pGL3-pIBABP (puit 7). Le puit 1 est l'échelle de poids moléculaire d'ADN. 
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3.4 Fonctionnalité des protéines FXRa-HA et du promoteur 
d'IBABP 
L'activité de la protéine FXRa-HA humaine produite par le vecteur pLenti-h-
FXR-HA fut vérifiée par essais luciférase utilisant les gènes rapporteurs pLuc-
pIBABP et pGL3-pIBABP. Les cellules 293 T furent transfectées de façon transitoire 
avec ces vecteurs pendant 24h en présence ou en absence d'agoniste de FXRa, CDCA 
(lOOuM) ou GW4064 (1 uM). On observe l'augmentation de la luminescence en 
présence de CDCA sans surexpression de FXRa dans les cellules 293T (figure 21), ce 
qui s'explique par la présence endogène de l'ARNm correspondant à h-FXRa dans 
ces cellules (figure 16). Une activité luciférase 48 fois plus importante est observée 
dans les cellules transfectées exprimant FXRa-HA et traitées avec CDCA pour le 
vecteur pLuc-pIBABP et 100 fois plus importante pour le vecteur pGL3-pIBABP 
(figure 21a). Cette luminescence plus grande pour le vecteur pGL3-pIBABP que 
pLuc-pIBABP (figure 21a) suggère une meilleure modulation de la production de 
luciférase par le promoteur IBABP inséré dans pGL3basique et/ou une meilleure 
affinité pour le complexe RXRa/FXRa activé. L'activité spécifique de FXR-HA 
humain est aussi observée en traitant les cellules avec GW4064 en présence de pGL3-
pIBABP, par une augmentation de la luminescence de 275 fois (figure 21a). 
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Figure 21: Fonctionnalité de la protéine FXR-HA déterminée avec les vecteurs 
rapporteurs pLuc-pIBABP et pGL3-pIBABP construits. Graphiques représentant 
l'effet de FXRa sur la luminescence produite par la luciférase qui est exprimée sous le 
contrôle du promoteur d'IBABP. Cette luminescence est normalisée par rapport à la 
quantité d'ADN exogène intégrée dans les cellules 293T via le gène de la |3-
galactosidase suite à une transfection transitoire de 48h avec a) le vecteur 
d'expression pLenti-h-FXR-HA et les vecteurs pLuc-pIBABP (vert foncé) ou pGL3-
pIBABP (vert pâle) en présence ou en absence de lOOuM CDCA. b) Vecteurs pLenti-
h-FXR-HA et pGL3-pIBABP en présence ou absence de luM de GW4064. Les 
histogrammes représentent l'activité luciférase relative à celle du contrôle dont les 
cellules n'expriment pas FXRa et qui ne sont pas traitées avec CDCA ou GW4064. 
Ces histogrammes représentent une expérience faite en triplicata qui est représentative 
des résultats obtenus pour chaque expérience faite à trois reprises. * : 
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Par ces essais luciférase, nous avons confirmé la fonctionnalité des protéines 
FXRa-HA humaines produites. De plus, nous avons confirmé l'adéquation de la 
séquence du promoteur d'IBABP, inséré en amont du gène de la luciférase, afin de 
suivre l'activité spécifique de FXRa-HA. Nous avons par la suite utilisé le vecteur 
pGL3-pIBABP puisqu'il semble plus efficace que pLuc-pIBABP (figure 21a). 
3.5 Surexpression stable de FXRa4 dans différentes lignées 
cancéreuses de côlon 
Le vecteur pLenti-h-FXR-HA a été utilisé pour produire des lentivirus 
permettant l'expression stable de FXRa humain dans les lignées cellulaires HCT-116, 
HT-29 et DLD-1. Nous avons confirmé par PCR quantitatif et immunobuvardage une 
augmentation marquée de l'expression génique de h-FXRa (figure 22) ainsi que la 
protéine correspondant à FXRa-HA (figure 23). On remarque que la présence de 
ligand ne provoque pas de modification significative des niveaux d'ARNm et de la 
protéine après 24 h de stimulation dans les cellules n'exprimant pas FXR. Au 
contraire, dans les lignées HCT-116 et HT-29, un traitement par CDCA (lOOuM) 
augmente la présence de l'ARNm correspondant à h-FXRa (figure 22 a, b). Dans les 
cellules DLD-1, on observe une faible diminution de l'expression génique de h-FXRa 
en présence de CDCA (lOuM) et une augmentation en présence de GW4064 (0,5 uM) 
(figure 22c). De plus, la présence de la protéine dans les cellules HCT-116 et DLD-1 
ne semble pas modulée par la présence de CDCA (lOOuM) pendant 24 h (figure 23). 
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Figure 22 : Augmentation de l'expression génique de FXRa dans les lignées 
cellulaires après infection lentivirale. Graphiques illustrant l'expression génique de h-
FXRa par PCR quantitatif en temps réel dans trois lignées cellulaires a) HCT-116 b) 
HT-29 et c) DLD-1 suite à une infection lentivirale permettant la surexpression de 
FXRa-HA humain. Les cellules sont traitées ou non pendant 24 heures avec lOOuM 
ou lOuM de CDCA ou 0,5 uM GW4064. L'expression des gènes est normalisée par 
rapport à l'expression du gène de référence h-TBP. Les histogrammes représentent 
l'expression relative par rapport à celle du contrôle dont les cellules n'expriment pas 
FXRa et non traitées avec CDCA et/ou GW4064. Le graphique illustre les résultats 
typiques d'une expérience effectuée en triplicata pour chaque ligné cellulaire. Cette 
expérience fut exécutée avec chaque nouvelles séries d'infections cellulaires. * : 
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Figure 23 : Expression de la protéine FXRa-HA dans les lignées cellulaires après 
infection lentivirale. Immunobuvardage de type Western confirmant l'expression 
stable de la protéine FXR-HA dans les cellules a) HCT-116 b) DLD-1 suite à une 
infection lentivirale. Après une stimulation avec lOOuM CDCA pendant 24h, 50ug de 
lysat protéique furent séparés par électrophorèse, la membrane PVDF a été incubée 
avec anti-HA (sc-7392) et dans un second temps avec anti-actine (MAB150R). 
L'actine est utilisée comme contrôle interne de la quantité protéique. Le contrôle 
positif (CTL+) est constitué de cellules 293T transfectées de façon transitoire avec le 
vecteur pLenti-hFXR-HA. 
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La fonctionnalité de la protéine FXRa humaine surexprimée de façon stable 
dans les cellules HCT-116, HT-29 et DLD-1 fut vérifiée par essais luciférase, utilisant 
le vecteur pGL3-pIBABP en présence d'agoniste de FXRa, CDCA ou GW4064. Dans 
les cellules HCT-116, l'expression stable de h-FXRa-HA et le traitement au CDCA 
(lOOuM) augmentent l'activité luciférase de 20 fois (p<0,05) en comparaison avec 
l'activité luciférase des cellules infectées par un lentivirus ne permettant pas 
l'expression de h-FXRa et non traitées (figure 24a). Dans la lignée cellulaire HT-29, 
nous notons une augmentation importante de 121 fois (p<0,05) de l'activité luciférase 
suite au traitement par la présence de lOOuM de CDCA (figure 24b). Dans le cas des 
cellules DLD-1, la présence de 10uM de CDCA n'augmente que faiblement la 
luminescence comparativement à 0,5 uM de GW4064 activant spécifiquement FXRa 
et augmentant 49 fois (p<0,05) la luminescence (figure 24c). La présence combinée 
des deux agonistes, CDCA et GW4064, ne modifie pas significativement la 
luminescence comparée à la présence de GW4064 seul (figure 24c). 
L'immunobuvardage (figure 23) et les essais luciférases (figure 24) indiquent que 
l'infection lentivirale des cellules HT-29, DLD-1 et HCT-116, permet la production 
de lignées cellulaires sur-exprimant FXRa-HA et que celle-ci est fonctionnelle. 
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Figure 24 : Activité transcriptionnelle de FXRa-HA surexprimée dans les lignées 
cellulaires après infection lentivirale. Ces essais luciférases ont été réalisés dans trois 
lignées cellulaires cancéreuses colorectales a) HCT-116 b) HT-29 et c) DLD-1 
infectées par lentivirus et transfectées de façon transitoire avec pGL3-pIBABP et 
pCMX-P-gal en présence ou en absence de l'acide biliaire CDCA et/ou GW4064 
pour une période de 24h. Les histogrammes représentent la luminescence relative à 
celle du contrôle constitué des cellules ne surexprimant pas FXRa-HA et qui ne sont 
pas traitées avec CDCA et/ou GW4064. Cette luminescence est normalisée par 
rapport à la quantité d'ADN exogène intégrée dans les cellules comparativement à la 
quantité de la (3-galactosidase détectée. Ces résultats illustrent les résultats typiques 
obtenus avec chaque population cellulaire infectée. L es résultats sont obtenus d'une 
expérience exécutée en triplicata. * : significativement différent des cellules sans 
surexpression de h-FXR et sans ligand (p<0,05). 
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4 Effet de la surexpression de FXRa sur la croissance des 
cellules cancéreuses de côlon 
4.1 Effet des sels biliaires sur la croissance cellulaire en présence 
d'une surexpression de FXRa-HA 
Nous avons étudié l'effet d'un acide biliaire primaire (CDCA, lOOuM) sur la 
cinétique de croissance des cellules HCT-116, HT-29 et DLD-1 surexprimant 
stablement h-FXRa-HA et conduisant à la production de la protéine FXRa-HA 
humaine. En premier lieu, dans les cellules contrôles infectées par un lentivirus ne 
permettant pas l'expression de h-FXRa, nous observons après 5 jours de croissance 
une plus grande croissance cellulaire en présence de CDCA : 17% pour les cellules 
HT-29 (p < 0,05) et 34% dans les cellules DLD-1 (p< 0,05) (figure 25b et 25c, 
respectivement). Ceci suggère un effet des sels biliaires indépendant de la présence de 
FXRa. En contrepartie, l'expression stable de h-FXRa-HA dans les cellules HT-29 
semble inhiber l'effet proprolifératif des acides biliaires puisque l'on n'observe plus 
d'augmentation de la croissance en présence de CDCA. Dans les cellules DLD-1 
exprimant h-FXRa-HA, l'effet proprolifératif du CDCA est moindre, on observe une 
augmentation de 23% (p<0,05) de la croissance cellulaire. À l'inverse, dans les 
cellules HCT-116 traitées au CDCA, nous observons plutôt une diminution 
significative de la croissance cellulaire en absence (25%, p - 0.03) ou en présence de 
h-FXRa-HA (30%, p=0.03) lorsque ces cellules sont stimulées par CDCA lOOuM. Il 
est à noter que la mort cellulaire n'a pas été vérifiée dans ces expériences. 
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Figure 25 : Modulation de la croissance cellulaire par la surexpression de FXRa-HA 
et d'acide biliaire dans les lignées cellulaires après infection lentivirale. Graphiques 
illustrant l'effet de FXRa-HA sur la croissance des lignées cellulaires a) HCT-116 b) 
HT-29 et c) DLD-1 infectées par lentivirus en présence ou en absence de CDCA 
lOOuM pour les temps 0, 1, 3 et 5 jours post-ensemencement. Les cellules contrôles 
(CTL) sont les cellules infectées avec un lentivirus ne permettant pas l'expression de 
FXRa-HA. Les courbes sont illustrées comme suit : bleu : CTL avec DMSO, rose : 
CTL avec CDCA, jaune : FXR avec DMSO, turquoise : FXR avec CDCA. Chacune 
des expériences a été réalisée en duplicata. * : significativement différent des cellules 
CTL (p<0,05), ** : significativement différent des cellules FXR (p<0,05) 
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4.2 Effet de l'activation spécifique de FXRa sur la croissance 
cellulaire 
Afin de vérifier si l'augmentation de prolifération moins importante pour 
CDCA en présence de h-FXRa-HA dans les cellules DLD-1 est causée 
spécifiquement par l'activation de FXRa, nous avons utilisé un ligand spécifique de 
FXRa, le GW4064. Lorsque FXRa est activé par GW4064, nous observons une 
diminution de la croissance cellulaire de 20% (p<0,05) (figure 26) non observée 
lorsque FXRa n'est pas surexprimé (non illustré). Nous pouvons également observer 
que l'effet proprolifératif du CDCA, tel que reflété par l'augmentation de croissance 
cellulaire de 17% (p < 0,05), est annulé par l'ajout de GW4064, tel que reflété par une 
réduction significative de la croissance de 29% (p<0,05). Cette diminution de la 
croissance cellulaire n'est pas causée par une augmentation de la mort cellulaire 
puisqu'aucune augmentation des cellules colorées au bleu trypan n'a été observée 
(résultats non illustrés). 
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Figure 26 : Modulation de la croissance cellulaire par l'activité spécifique de FXRa-
HA chez les cellules DLD-1. Graphique représentant l'effet de l'activation spécifique 
de FXRa sur la croissance de la lignée cellulaire cancéreuse DLD-1 suite à des 
infections lentivirales permettant la surexpression de FXRa-HA. Les cellules incubées 
en présence ou en absence de CDCA lOOuM et/ou GW4064 0,5uM sont comptées 
aux jours 0, 1, 3 et 5 post-ensemencement. Les courbes sont illustrées comme suit : 
bleu : DMSO, rose : CDCA 100 uM, orangé : GW4064 0,5 \xM et turquoise : CDCA 
100 uM + GW4064 0,5 ^M. * : différence significative (p<0,05) au jour 5 entre les 
conditions CDCA et DMSO, # : différence significative (p<0,05) au jour 5 entre les 
conditions GW4064 et DMSO, f : différence significative (p<0,05) au jour 5 entre les 
conditions CDCA et CDCA+GW4064. 
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4.3 Modulation de différents gènes impliqués dans la croissance 
cellulaire 
4.3.1 Gènes impliqués dans le cycle cellulaire et l'apoptose 
Pour déterminer par quel mécanisme FXRa inhibe la croissance cellulaire dans 
les cellules DLD-1, la modulation de plusieurs gènes impliqués dans le cycle 
cellulaire et l'apoptose ont été déterminés par PCR quantitatif et par essais luciférases. 
Par la technique du PCR quantitatif, nous avons évalué la présence du transcrit 
correspondant à Bcl-2 et Bad connus pour jouer un rôle dans le mécanisme de 
l'apoptose ainsi que p21, p27 et P-caténine (figure 27), qui sont tous connus pour 
jouer un rôle dans le cycle cellulaire (figure 11). Nous n'observons aucune 
modulation significative de l'expression génique pour Bad, p21 et p27. Nous 
remarquons cependant une modulation à la hausse de 63% (p<0,05) du gène Bcl-2 
lorsque FXRa-HA est activé spécifiquement par GW4064 (0,5 uM) comparativement 
aux DLD-1 sans surexpression de h-FXRa-HA et une augmentation de 81% (p<0,05) 
comparativement aux DLD-1 exprimant FXRa-HA sans GW4064. Un deuxième gène 
pouvant contribuer à la croissance cellulaire est modulé à la hausse en présence de 
surexpression de FXRa-HA, le gène de la P-caténine. On observe une augmentation 
de 3,2 fois (p < 0,05) de l'expression génique de P-caténine en présence de FXRa-HA 
comparativement aux cellules DLD-1 sans FXRa-HA. Cette induction génique de p-
caténine est maintenue mais non potentialisée suite à l'activation du FXRa par son 
ligand GW4064 (0,5uM). Il est intéressant de constater que l'activation de FXRa-HA 
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ne module pas l'expression de la p-caténine mais le simple fait d'avoir une 
augmentation de FXRa-HA suffit. 
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Figure 27 : Effet de la surexpression de FXRa-HA et son activation sur la modulation 
d'expression de gènes impliqués dans la modulation de la croissance cellulaire. 
Graphiques représentant l'expression génique par PCR quantitatif en temps réel de a) 
Bcl-1, b) p21, c) p-caténine, d) Bad et e) p27 dans la lignée cellulaire infectée DLD-1 
contrôle, n'exprimant pas et surexprimant FXR-HA. Les cellules furent stimulées 24h 
en présence ou en absence de 0,5 uM de GW4064. L'expression des gènes est 
normalisée par l'expression du gène de référence h-TBP. Les histogrammes 
représentent l'expression relative par rapport aux cellules infectées avec des lentivirus 
ne permettant pas l'expression de h-FXR-HA et non traitées avec GW4064. * : 
différence significative comparée aux cellules n'exprimant pas h-FXR-HA (p<0,05). 
La moyenne est constituée des expressions relatives de trois infections virales 
indépendantes. 
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Pour vérifier si l'augmentation de P-caténine peut jouer un rôle au niveau du 
cycle cellulaire, nous avons voulu déterminer sont activité transcriptionnelle. Pour ce 
faire, des essais luciférase ont été effectués dans les cellules 293T en utilisant pLenti-
hFXR-HA et un vecteur, TopFlash contenant trois éléments de réponse du complexe 
transcriptionnel P-caténine/TCF ou le vecteur contenant le promoteur de la cycline Dl 
de -944 à +139 pb du site initiateur de la transcription qui comporte entre autres un 
élément de réponse reconnu par P-caténine/TCF (Miiler R. et al., 1994). On observe 
une augmentation de l'activité de la P-caténine tel que reflété par l'augmentation de 
1,8 fois (p < 0,05) de la luminescence en présence de FXRa-HA avec le vecteur 
Topfiash (figure 28a). L'activation spécifique de FXRa par GW4064 module 
significativement son activité de 1,2 fois (p<0,05) comparativement aux cellules 
exprimant FXRa-HA. Aucune différence significative entre les deux conditions 
surexprimant FXRa-HA n'est observée. Nous constatons cependant, qu'aucune 
modulation de la luminescence n'est observée avec l'utilisation du vecteur 
d'expression du gène rapporteur luciférase sous le contrôle du promoteur de la cycline 
D (figure 28b). 
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Figure 28 : Effet de FXRa-HA et de son activation sur l'activité transcriptionnelle de 
P-caténine. Graphiques représentant l'effet de FXRa-HA sur la luminescence produite 
par la luciférase sous le contrôle des promoteurs a) TopFlash et b) cycline Dl. Ces 
essais luciférase ont été réalisés dans les cellules 293T par transfection transitoire avec 
le vecteur pLenti et pLenti-h-FXR-HA et ce en présence ou en absence de GW4064 
0,5 uM pour une période de 24h. Cette luminescence est normalisée par rapport à la 
quantité d'ADN exogène intégrée dans les cellules 293T via le gène de la |3-
galactosidase. Les histogrammes représentent la luminescence relative à celle des 
cellules contrôles ne surexprimant pas FXRa-HA et incubé en l'absence de GW4064. 
Les valeurs représentent la moyenne de deux expériences réalisées en triplicata. * : 
significativement différent par rapport au contrôle (p<0,05), ** : significativement 
différent par rapport aux cellules exprimant FXRa-HA (p<0,05). 
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4.3.2 Modulation d'oncogènes impliqués dans la carcinogenèse colique connus 
pour moduler la croissance cellulaire 
Nous avons également observé la modulation des oncogènes c-myc et COX-2 
dans les cellules DLD-1 dans le but de déterminer si FXRa-HA peut moduler des 
gènes connus pour augmenter le taux de croissance dans différents cancers et lignées 
cellulaires. Aucune modulation génique significative n'est observée pour le gène c-
myc en présence de FXRa-HA et de son activation par GW4064 (figure 29b). Une 
diminution significative de l'expression génique de COX-2 est toutefois observée en 
présence de FXRa-HA activé par GW4064 (0,5uM). En effet, une diminution de 50% 
(p<0,05) est observée comparativement aux cellules DLD-1 sans expression de 
FXRa-HA (figure 29a). On observe également une baisse d'expression génique de 
COX-2 de 42% (p<0,05) comparativement aux DLD-1 où FXR est non activé (figure 
29a). 
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Figure 29 : Effet de FXRa sur l'expression génique de COX-2 et c-myc. Graphiques 
représentant l'expression génique par PCR quantitatif en temps réel des gènes a) 
COX-2 et b) c-myc dans la lignée cellulaire DLD-1 infectée avec des lentivirus 
n'exprimant aucun gène (contrôle) et des lentivirus permettant la surexpression de 
FXRa-HA. Les cellules ont été stimulées 24h en présence ou absence de 0,5 uM de 
GW4064. L'expression des gènes est normalisée par rapport à l'expression du gène 
de référence h-TBP. Les histogrammes représentent l'expression relative par rapport 
aux cellules contrôles non traitées avec GW4064. La moyenne est obtenue à partir de 
trois expériences d'infections cellulaires indépendantes. * : significativement différent 
des cellules sans surexpression de h-FXR et sans ligand (p<0,05) 
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5 FXRa dans la différenciation cellulaire intestinale 
5.1 Expression de FXR dans les tissus intestinaux murins 
Afin de confirmer les observations de l'expression de FXRa dans la muqueuse 
intestinale publiées dans la littérature et de préciser celles-ci, des immunohistochimies 
et un immunobuvardage de type western ont été réalisés à partir de tissus murins. Par 
immunohistochimie utilisant des coupes histologiques de tissu d'iléon de souris, nous 
observons la présence de la protéine FXRa dans les cellules différenciées non 
prolifératives de la villosité et son absence dans la crypte où les cellules ont la 
capacité de proliférer (figure 30a). Dans les tissus du côlon, il est moins évident 
d'associer FXRa avec un état cellulaire puisque la présence de FXRa semble localisée 
dans la portion du 2/3 supérieure de la crypte (figure 30b) en plus de la présence de 
certaines cellules positives pour FXRa dans le fond de la crypte. Par 
immunobuvardage de type Western utilisant le lysat protéique de la muqueuse 
épithéliale intestinale, nous observons également une plus grande présence de la 
protéine FXRa dans les tissus de l'iléon comparativement au côlon (figure 31). Dans 
le côlon, nous observons la présence de 2 bandes comparativement à une seule bande 
dans l'iléon, il est à noter que ces observations ont déjà été effectuées dans les tissus 
de souris (Kim I. et al., 2007) bien qu'aucune explication n'ai été donnée. 
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Figure 30 : Distribution de FXRa dans la muqueuse intestinale. 
L'immunohistochimie illustre l'expression de FXRa (coloration brune) sur des coupes 
histologiques a) d'iléon et b) de côlon provenant de souris de race C57/BL6 en 
utilisant l'anticorps anti-FXR (se-13063). La présence de FXRa est observable dans la 
section intervilleuse (flèche) et tout le long de la villosité dans le noyau des cellules 
différenciées de l'iléon. Dans le côlon, l'expression de FXRa est localisée au centre 
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Figure 31 : Présence plus importante de FXRa dans l'iléon comparativement au 
côlon. Immunobuvardage de type Western illustrant une présence de FXRa plus 
importante dans l'iléon que dans le côlon de souris de race C57/BL6. Le lysat 
protéique fut séparé par électrophorèse et la membrane PVDF fut incubée avec 
l'anticorps anti-FXR (sc-13063). Une seconde hybridation fut effectuée avec l'anti 
actine (MAB150R) illustrant la quantité de protéines sur la membrane. 
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5.2 FXRa dans le modèle cellulaire de différenciation intestinale 
Caco2/15 
5.2.1 Modèle cellulaire Caco 2/15 
Les cellules Caco 2/15 entament un processus de différenciation intestinale 
lorsqu'elles sont cultivées à post confluence, ce qui se traduit par un changement 
morphologique, la formation d'une monocouche cellulaire perméable et l'expression 
d'enzymes présents dans les cellules différenciées de l'épithélium intestinal du petit 
intestin. On peut évaluer l'état de différenciation des cellules Caco 2/15 par 
l'augmentation d'expression de l'ARNm correspondant à la sucrase isomaltase (S.I.) 
(figure 32a) une protéine retrouvée dans les cellules différenciées de la villosité et 
Poccludine (figure 32b), une protéine importante dans le maintien de la membrane 
étanche que forme l'épithélium intestinal. Dans les cellules Caco 2/15, on observe une 
expression génique de h-FXRa augmentant lorsque ces cellules sont en différenciation 
induite par l'atteinte de la confluence (figure 32c). 
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Figure 32 : Expression de FXRa lors de la différenciation des cellules Caco 2/15. 
Graphiques représentant l'expression génique par PCR quantitatif en temps réel de 
différents gènes a) S.I. b) Occludine et c) h-FXRa dans la lignée cellulaire Caco 2/15 
cultivée à post-confluence. L'expression des gènes a été normalisée par rapport à 
l'expression du gène de référence h-TBP. Les histogrammes représentent l'expression 
relative par rapport aux cellules au jour 0 pour a) et b) et au jour 5 pour c). Ces 
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5.2.2 Effet de l'activation spécifique de FXRa dans les cellules Caco 2/15 
Afin de caractériser l'effet de l'activation de FXRa dans la différenciation 
cellulaire, les cellules Caco 2/15 à 10 jours post confluence ont été traitées pendant 
24h avec 0,5 uM GW4064 et l'expression génique de gènes marqueurs de 
différenciation intestinale et de l'activation de FXRa a été déterminée par PCR 
quantitatif. L'activation spécifique de FXRa a été confirmée par l'augmentation de 
2,1 fois (p<0,05) de l'expression génique de SHP (figure 33a), un gène modulé 
directement et très fortement par l'activation de RXRa/FXRa. Pour les différents 
gènes marqueurs de différenciation : ALP, occludine et S.I., nous observons une forte 
tendance à la hausse de l'expression de ces gènes bien qu'elle ne soit pas significative 
à l'exception de la S.I. qui augmente de 1,5 fois (p<0,05) en présence de FXRa activé 
par GW4064 (figure 37). L'expression génique de p27 est également modulée à la 
hausse de 1,3 fois (p<0,05) par l'activation de FXRa par GW4064 (figure 33d). 
Afin de déterminer si FXRa peut moduler directement le promoteur de la sucrase 
isomaltase, un essai luciférase a été effectué dans les cellules 293T en utilisant un 
vecteur ou la production de la luciférase est contrôlée par le promoteur de la sucrase 
isomaltase (pGL2-pS.I). Les essais se sont déroulés en présence de pLenti-vide ou 
pLenti-hFXR-HA et de son ligand spécifique GW4064 (0,5 uM) (figure 34). Dans ces 
essais, aucune modulation de la luminescence n'est observée, laissant présager 
qu'aucun élément de réponse n'est reconnu par le complexe transcriptionnel 
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RXRa/FXRa sur la séquence présente dans le vecteur pGL2-pS.I (-201pb à +134pb 
du promoteur de S.I.)-
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Figure 33 : Effet de l'activation de FXRa sur l'expression génique de gènes 
marqueurs de la différenciation épithéliale intestinale. Graphiques représentant 
l'expression génique par PCR quantitatif en temps réel de différents gènes a) SHP b) 
Occludine c) ALP d) p27 et e) S.I. dans les cellules Caco 2/15 à 10 jours post-
confluence en présence ou en absence de 0,5 uM de GW4064 pendant 24h. 
L'expression des gènes a été normalisée par rapport à l'expression du gène de 
référence h-TBP. Les histogrammes représentent la moyenne de l'expression relative 
par rapport aux cellules contrôles non traitées GW4064. Chacune des expériences fut 
réalisée à trois reprises de façon indépendante. * : significativement différent (p<0,05) 
des cellules sans GW4064 
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Figure 34 : Effet de FXRa-HA sur la modulation du promoteur de la Sucrase 
Isomaltase. Graphique représentant l'effet de FXRa-HA sur la luminescence produite 
par la luciférase sous le contrôle du promoteur de la Sucrase Isomaltase (pGL2-pS.L). 
Ces essais luciférases ont été réalisés dans les cellules 293T par transfection 
transitoire avec le vecteur pGL2-pS.L, pCMX-p-Gal et plenti ou pLenti-h-FXR-HA 
en présence ou en absence de 0,5uM GW4064 pour une période de 24h. Cette 
luminescence a été normalisée par rapport à la quantité d'ADN exogène intégrée dans 
les cellules via l'expression du gène de la |3-galactosidase. L'histogramme représente 
l'activité luciférase relative à celle du contrôle dont les cellules n'expriment pas 
FXRa-HA et qui ne sont pas traitées avec GW4064. Ces figures représentent des 
résultats préliminaires puisqu'ils ont été réalisés en triplicata lors d'une seule 
expérience. 
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Figure 34 : 
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6 Production d'un modèle cellulaire Caco2/15 sous-exprimant 
FXRa 
6.1 Production d'un vecteur produisant un ShARN dirigé contre 
PARNm correspondant à FXRa humain 
Afin de produire une séquence ARN capable de produire un ShARN 
reconnaissant l'ARNm correspondant à FXRa (Sh-FXR), nous avons introduit une 
séquence Sh-FXR dans un vecteur pLenti6/U6 (annexe) permettant la production de 
courts ARN. Trois vecteurs exprimant des Sh-FXR différents ont été produits, soit 
pLenti6/U6-Sh-FXR-1-2-3. Nous observons, à la figure 35, la présence de bandes 
correspondant à la taille attendue des séquences Sh-FXR (tableau 2) soit environ 
64pb. Les séquences ont été séparées sur un gel de retardement acrylamide 12% suite 
à une digestion des vecteurs pLenti6/U6-Sh-FXR produits avec les enzymes BamHl 
et Xho I. La bande à 46pb correspond à la section excisée du vecteur pLenti6/U6 
natif. Ce résultat confirme l'introduction des séquences Sh-FXR dans le vecteur 
pLenti6/U6. 
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Figure 35 : Construction d'un vecteur d'expression d'un ShARN dirigé contre FXRa 
(Sh-FXR). Séparation sur gel acrylamide 12% permettant de visualiser les produits de 
digestion de lOug des vecteurs d'expression pLenti6/U6 Sh-FXRl, 2 et 3 construits 
par les enzymes Bam Hl et Xho I. La bande de 64pb correspond à la séquence du Sh -
FXR décrite dans le matériel et méthodes. Le contrôle (CTL) négatif est le vecteur 
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Les différents vecteurs ont ensuite été utilisés en transfection transitoire avec 
pLenti-h-FXR-HA, pour vérifier leur efficacité à inhiber la production de la protéine 
FXRa-HA. Par immunobuvardage de type Western en utilisant l'anticorps anti-HA, 
nous observons une diminution de l'intensité de la bande correspondant à FXRa en 
présence des vecteurs pLenti6/U6-Sh-FXR 1 et 3 (figure 36) comparativement à la 
transfection où le vecteur pLenti6/U6 natif (contrôle) a été utilisé. Le vecteur 
pLenti6/U6-ShFXR-3 fut le plus efficace pour inhiber la production de FXRa-HA 
induite par le vecteur pLenti-hFXR-HA. Pour vérifier l'efficacité du vecteur 
pLenti6/U6-Sh-FXR-3, d'autres transfections transitoires ont été effectuées dans les 
cellules 293T en utilisant pLenti6/U6-Sh-FXR-3 et pLenti-h-FXR-HA. L'effet sur 
l'expression génique de h-FXRa a été déterminé par PCR quantitatif suite à la 
transfection d'un ratio équivalent des vecteurs d'expression. Nous observons une 
diminution d'expression génique de 95% de h-FXRa en présence de pLenti6/U6-Sh-
FXR-3, comparativement à l'expression génique observée avec le pLenti6/U6 natif 
(figure 37a). L'expression protéique à été déterminée par immunobuvardage de type 
Western avec l'anticorps anti-HA utilisant les lysats de cellules 293T transfectées 
transitoirement avec différents ratios des vecteurs pLenti6/U6-Sh-FXR-3 / pLenti-h-
FXR-HA. On observe que l'inhibition de la production de la protéine FXRa-HA se 
fait selon le ratio des vecteurs (figure 37b). Par un ratio deux fois plus important de 
pLenti6/U6-Sh-FXR-3 comparativement à pLenti-h-FXR-HA, on réussit à inhiber la 
production de la protéine h-FXR-HA à 90% (figure 37c) 
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Figure 36 : Inhibition de l'expression de FXRa-HA par les Sh-FXR-2 et Sh-FXR-3. 
Immunobuvardage de type Western représentant l'efficacité de trois vecteurs 
d'expression Sh-FXR humains sur l'expression protéique de FXRa-HA humain. Les 
cellules 293T ont été transfectées de façon transitoire pour une période de 24 h avec 
les vecteurs indiqués. Le lysat cellulaire a été recueilli et 50ug de protéines totales ont 
été séparés sur gel de SDS, la membrane de PVDF a été incubée en premier lieu avec 
un anticorps dirigé contre l'étiquette HA (sc-7392) et en second lieu avec un anticorps 
anti-actine (MAB150R). L'actine est utilisée comme contrôle interne. Cet 
immunobuvardage représente une expérience donnant des résultats typiques. 
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Figure 37 : L'inhibition de FXRa-HA est dépendante de la quantité de Sh-FXR-3 
exprimé, a) Graphique représentant l'expression génique par PCR quantitatif en temps 
réel du gène FXRa humain dans les cellules 293T transfectées de façon transitoire 
pendant 24 h avec les vecteurs indiqués. L'expression des gènes a été normalisée par 
rapport à l'expression du gène de référence h-TBP. b) : Immunobuvardage de type 
Western représentant l'expression de FXR-HA en présence de concentrations 
croissantes du Sh-FXR-3. Les cellules ont été transfectées de façon transitoire pour 
une période de 24 h en présence des vecteurs. Par la suite, 50|ag du lysat ont été 
séparés sur gel d'électrophorèse, la membrane de PVDF a été incubée en premier lieu 
avec un anticorps anti-HA (sc-7392) et en second lieu avec un anticorps anti-actine 
(MAB150R) c) Représentation graphique de la densité protéique de FXR-HA par 
rapport à la densité d'actine obtenue en b. Ces résultats illustrent une expérience 
typique représentant les résultats de plusieurs expériences réalisées. 
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Ces résultats indiquent que nous avons produit un vecteur pouvant exprimer un 
Sh-FXR permettant la diminution de la présence du transcrit de h-FXRa et par le fait 
même diminuant la production protéique de FXR-HA. Cette modulation à la baisse est 
proportionnelle à la quantité de Sh-FXR produite. Il est à noter que l'inhibition de 
FXRa par Sh-FXR-3, n'est pas complète et qu'il y a une présence résiduelle du 
transcrit de h-FXRa ainsi que la protéine FXRa-HA. 
6.2 Lignées cellulaire Caco 2/15 sous exprimant FXRa de façon 
stable 
Le vecteur pLenti6/U6-Sh-FXR-3 a été utilisé pour produire des lentivirus, qui 
ont permis la génération d'une lignée cellulaire Caco 2/15 sous-exprimant FXRa. Les 
cellules Caco 2/15 ont été cultivées à post confluence pendant 10 jours, afin de 
déterminer l'effet d'une sous-expression de FXRa sur la modulation de l'expression 
génique de SHP ainsi que de S.I. et d'occludine ces deux derniers gènes étant utilisés 
comme marqueur de différenciation intestinale. On ne peut observer la présence de la 
protéine FXRa par immunobuvardage de Type Western puisque l'anticorps anti-
FXRa (sel3063) ne permet pas de détecter de faibles quantités de FXRa dans les 
Caco 2/15 à 10 jours post-confluence (résultat non illustré). Par contre, on observe 
une diminution significative de l'expression génique de h-FXRa (figure 38) dans les 
cellules Caco 2/15 infectées avec les virus permettant la production de Sh-FXR 
comparativement aux cellules infectées avec les virus permettant la production de Sh 
dirigé contre la GFP (Sh-GFP). GFP est un gène non exprimé dans les Caco 2/15 et 
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donc l'utilisation de Sh-GFP sert de contrôle négatif. Nous observons, par la 
diminution d'expression génique de SHP de 70%, que l'activité de FXRa est moindre 
en présence de Sh-FXRa (figure 38). Nous observons également une diminution de 
S.I. (-60%) et d'occludine (-40%) (figure 38), deux gènes modulés à la hausse lors 
du processus de la différenciation de cellules épithéliales intestinales. Bien que cette 
expérience n'ai été effectuée qu'une seule fois, ces observations suggèrent une 
diminution de l'état de différenciation lorsque l'expression de h-FXRa est réduite. 
Ces résultats sont en accord avec les observations précédentes, suggérant que 
l'activation de FXRa participe à la progression ou au maintient de l'état de 
différenciation dans les cellules Caco 2/15. 
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Figure 38 : Modulation des gènes de différenciation intestinale dans les cellules Caco 
2/15 par une sous expression de FXRa. Graphique représentant l'expression génique 
par PCR quantitatif en temps réel de FXR, SHP, S.I et Occludine dans les cellules 
Caco 2/15 à 10 jours post-confluence. L'expression des gènes est normalisée par 
l'expression du gène de référence h-TBP. Les cellules ont été infectées avec un virus 
permettant l'expression de Sh-GFP (contrôle) ou Sh-FXR humain. Les histogrammes 
représentent l'expression relative par rapport au contrôle. Chaque expérience a été 
réalisée qu'une seule fois. 
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L'augmentation des sels biliaires dans les selles est associée au développement du 
cancer colorectal. De plus, les acides biliaires stimulent la prolifération cellulaire de 
différentes lignées cellulaires issues de carcinomes colorectaux (Cheng K., et al., 
2002). Cependant, l'expression du récepteur nucléaire FXRa, dont les principaux 
ligands chez l'adulte sont les acides biliaires, est diminué dans les tissus coloniques 
cancéreux comparativement aux tissus sains, suggérant un rôle protecteur pour FXRa 
dans la carcinogenèse colorectale. L'objectif principal de mon travail était de 
déterminer le rôle de FXRa sur la croissance cellulaire de certaines lignées cellulaires 
intestinales cancéreuses. Une seconde partie de mon travail a porté sur l'effet de 
FXRa et de son activation dans la différenciation des cellules intestinales. Ce 
deuxième objectif se fonde sur la littérature qui démontre qu'il existe une distribution 
organisée de FXRa dans l'intestin et un rôle dans la différenciation de plusieurs types 
cellulaires (Rizzo G., 2006). 
1 Diminution d'expression de FXRa dans les tissus provenant de 
cancer colorectal comparativement aux tissus sains. 
De façon complémentaire aux résultats obtenus dans la littérature, suggérant 
fortement un rôle pour FXRa dans la carcinogenèse intestinale (de Gottardi A. et al., 
2004), nous avons déterminé l'expression génique de FXRa dans des tissus 
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coloniques cancéreux comparativement aux tissus sains équivalents. Tel qu'observé à 
la figure 15, l'expression génique de FXRa est moindre dans plusieurs échantillons 
cancéreux de côlon comparativement aux tissus sains. Ce résultat supporte les 
observations faites dans la littérature (De Gottardi A., et al., 2004) et appuie 
l'hypothèse que FXRa joue un rôle suppresseur de tumeur dans le côlon. 
2 Modulation de la croissance cellulaire par FXRa. 
Afin de déterminer l'effet d'une surexpression de FXRa dans la carcinogenèse 
colorectale, nous avons utilisé les lignées cellulaires HCT-116, HT-29 et DLD-1 
issues de carcinomes colorectaux n'exprimant que très faiblement FXRa (figure 16). 
Ces cellules possèdent plusieurs caractéristiques du cancer, tels qu'une prolifération 
désordonnée, des mutations caractéristiques aux cancers colorectaux et une capacité 
de créer des tumeurs dans les souris immunodéficientes. La surexpression stable de 
FXRa dans ces cellules nous a permis de réaliser de longues cinétiques de croissance 
qu'une expression transitoire n'aurait pas permise. À partir de ces modèles, nous 
avons évalué l'effet d'un traitement par un acide biliaire (CDCA) et/ou un ligand 
spécifique pour FXRa (GW4064) sur la croissance cellulaire. 
Nous avons tout d'abord confirmé l'efficacité du système de surexpression 
stable par infection lentivirale pour les trois lignées cellulaires créées. En effet, tel 
qu'observé à la figure 23, les cellules HCT-116 et DLD-1 produisent de façon stable 
la protéine FXRa-HA. De plus, la fonctionnalité transcriptionnelle de FXRa fut 
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confirmée par essais luciférase dans les cellules HCT-116, HT-29 et DLD-1. En effet, 
nous avons documenté une augmentation de l'activité de la luciférase sous le contrôle 
du promoteur d'IBABP dans les cellules surexprimant FXRa suite à un traitement par 
les ligands CDCA ou GW4064 (figure 24). Nous n'avons pas observé la présence de 
la protéine FXRa-HA dans les lignées cellulaires HT-29 surexprimant FXRa, 
probablement dû à sa faible présence et/ou par le manque de sensibilité de l'anticorps 
utilisé. Cependant, l'expression génique de h-FXRa est bel et bien observable dans 
cette lignée modifiée. De plus, une forte induction de l'activité luciférase sous le 
contrôle du promoteur de IBPAP est observée suite au traitement par le CDCA des 
cellules surexprimant FXRa. Il est à noter, que l'induction d'une forte activité 
luciférase suite à l'ajout d'un agoniste de FXRa est variable d'une lignée cellulaire à 
l'autre (figure 22). Ceci peut évidemment résulter d'un niveau différent d'infection 
selon les cellules utilisées, de différences dans la production et la stabilité protéique 
de FXRa-HA ainsi que de la variation d'efficacité de la transfection du vecteur 
rapporteur pGL3-p IBABP (figure 24). Une autre variable est à considérer dans la 
différence de l'activité transcriptionnelle de FXRa est le patron d'expression génique 
et protéique pour les différents co-activateurs qui peut être différente pour chaque 
lignée cancéreuse (Puigserver P. et al., 1999; Yoon J.-C. et al, 2003). De plus, les 
infections avec des lentivirus résultent en des populations cellulaires ayant des 
niveaux variables de copies du vecteur d'expression pour chaque cellule, puisque la 
population cellulaire n'est pas obtenue à partir d'un clone cellulaire. Cette probable 
hétérogénéité de la surexpression de FXRa-HA est à prendre en considération dans 
l'analyse de nos résultats, alors que les essais de validation effectués (PCR, 
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immunobuvardage de type Western et essais luciférases) ne reflètent que les niveaux 
de surexpression de l'ensemble de la population cellulaire. 
Nous avons considéré l'effet des acides biliaires et de FXRa-HA sur chaque 
lignée cellulaire de façon distincte. Il est à noter que l'effet de CDCA et FXRa diffère 
dans chaque lignée cellulaire que nous avons utilisée. Dans les cellules HCT-116, un 
traitement au CDCA diminue la croissance cellulaire (figure 25a). Par contre, cet effet 
du sel biliaire est maintenu, bien qu'atténué, dans les cellules surexprimant FXRa-
HA. Cela suggère qu'une surexpression de FXRa-HA joue un rôle négligeable sur la 
croissance des cellules HCT116 et que l'effet du CDCA est indépendant de son 
activation de FXRa-HA. Dans les deux cas, l'activation spécifique de FXRa-HA par 
GW4064 serait nécessaire afin de déterminer l'action de FXRa-HA activé sur la 
croissance des cellules HCT-116, et de la distinguer de l'action du CDCA 
indépendante de FXRa-HA. Nous tenons à préciser que cet essai ne nous permet pas 
de déterminer si cette diminution de croissance induite par le CDCA est causée par la 
mort cellulaire ou par un arrêt du cycle cellulaire. En effet, il est rapporté que le 
traitement de cellules cancéreuses de côlon avec des concentrations de sels biliaires 
similaires à celles utilisées ici induit l'apoptose (Schlottman K. et al., 2000, Milovic 
V. et al., 2002). 
À l'inverse de la lignée précédente, le traitement des cellules HT-29 par le sel 
biliaire CDCA résulte en une franche augmentation de la croissance cellulaire (figure 
25b). Cependant, ce phénomène proprolifératif de CDCA n'est pas observé dans les 
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cellules surexprimant FXRa. Ce résultat nous suggère une action inhibitrice de FXRa 
sur la croissance cellulaire induite par CDCA, appuyant ainsi notre hypothèse que 
FXRa contrecarre l'effet pro-carcinogénique des acides biliaires sur les cellules 
intestinales. Cette accélération de la croissance cellulaire par les sels biliaires via une 
plus grande prolifération cellulaire fut rapportée dans plusieurs lignées cellulaires de 
côlon (Schlottman K. et a l , 2000, Milovic V. et a l , 2002). Un des mécanismes 
caractérisé par lequel les acides biliaires augmentent la croissance cellulaire est 
l'activation de EGFR menant à l'activation de la cascade MAPkinase et la 
phosphorylation de la beta-caténine. En effet, l'incubation des cellules Lovo avec le 
sel biliaire DCA favorise la phosphorylation de la beta-caténine, l'induction de son 
gène cible uPAR {urokinase-type plasminogen activator receptor) et la prolifération 
cellulaire (Pai et al., 2004). À l'inverse, l'administration d'un anticorps bloquant 
uPAR abolit la prolifération induite par le DCA. Il est intéressant de noter que les 
cellules HT-29 expriment uPAR (Buo L. et al., 1994), mais qu'aucune étude n'a 
démontré que les sels biliaires y augmentaient l'expression de UPAR. Il est donc 
possible que l'induction de uPAR suite à l'administration de CDCA contribue à la 
majoration de la croissance des cellules HT-29. Pour évaluer cette hypothèse, il nous 
faudra déterminer si uPAR est induit par les sels biliaires dans les cellules de cancer 
du côlon. Si c'est le cas, la deuxième étape consistera en la détermination de l'effet 
spécifique de FXRa sur l'atténuation de cette croissance cellulaire via l'inhibition de 
la voie EGFR/ MAPkinase/ (3-caténine/uPAR. 
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Nous avons étudié plus en détail l'effet des sels biliaires et de FXRa dans le 
modèle cellulaire cancéreux DLD-1. Comme pour les cellules HT-29, l'administration 
de CDCA résulte en une majoration significative de la croissance cellulaire (figure 
25c). Cette accentuation de croissance est significativement atténuée par la 
surexpression de FXRa (figure 25c). De plus, l'activation spécifique de FXRa-HA par 
GW4064 diminue la croissance cellulaire (figure 26). Cet effet ne semble pas être 
causé par une augmentation de la mort cellulaire puisque nous n'observons pas 
d'augmentation de cellules colorées par le trypan bleu (résultats non illustrés). Ces 
résultats suggèrent que l'activation de FXRa-HA inhibe spécifiquement la croissance 
cellulaire, appuyant ainsi notre hypothèse que FXRa possède un rôle suppresseur de 
tumeur. 
Afin d'explorer le mécanisme par lequel FXRa-HA inhibe la croissance 
cellulaire dans les cellules DLD-1, nous avons dans un premier temps évalué l'effet 
de l'activation spécifique de FXRa-HA par GW4064 sur la modulation de différents 
gènes impliqués dans le cycle cellulaire et la survie cellulaire. Nous avons choisi 
d'évaluer l'expression de p21 et p27 puisque ces protéines sont impliquées dans 
l'arrêt du cycle cellulaire (figure 11), et la P-caténine qui est un cofacteur 
transcriptionnel modulant la croissance cellulaire, en plus d'être surexprimée dans les 
cancers colorectaux (Pyke C, et al , 1991, Meada K., et al , 1998). Nous avons 
également évalué la modulation génique de Bcl-2, qui joue un rôle dans la survie 
cellulaire et Bad qui est une protéine importante dans l'enclenchement de l'apoptose. 
Les gènes Bad, p21 et p27 ne semblent pas être impliqués dans la modulation de la 
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croissance cellulaire associée à l'activation de FXRa-HA, puisque leur expression 
n'est pas modulée dans les cellules surexprimant FXRa-HA et suite à un traitement 
par l'agoniste spécifique GW4064 (figure 27). Cependant, l'activation de FXRa-HA 
dans les cellules DLD-1 est associée à une plus forte expression génique de Bcl-2 
(figure 27). La modulation à la hausse de Bcl-2 appuie l'hypothèse que FXRa joue un 
rôle dans la carcinogenèse colique, puisque l'expression de Bcl-2 dans le tissu 
colorectal cancéreux est associée à un meilleur pronostique de survie (Leahy D.T. et 
al., 1999). Bcl-2 est une protéine anti-apoptotique qui s'hétérodimérise avec 
l'homologue pro-apoptotique Bax, empêchant ainsi son homodimérisation, la 
formation de pores dans les membranes mitochondriales et la libération de 
cytochrome c qui active le signal apoptotique (Yang J et al., 1997). Bcl-2 est donc une 
protéine proto-oncogénique par son rôle dans la survie cellulaire. Il est à noter que 
seule l'expression génique de Bcl-2 fut documentée. L'expression protéique peut 
différer de celle du gène, rendant ces résultats préliminaires. 
Nous avons aussi observé une association entre la surexpression de FXRa-HA 
dans les cellules DLD-1 et une plus forte expression génique de la p-caténine, celle-ci 
n'étant pas modifiée par un traitement au GW4064. Une explication possible de ce 
phénomène est l'interaction ligand-indépendante de FXRa avec une séquence d'ADN 
retrouvée dans le promoteur de la p-caténine, tel qu'observé pour le gène Apo AI 
(Claudel T. et al., 2002). De plus, dans certaines circonstances, les récepteurs 
nucléaires peuvent adopter une conformation active suite à un changement de leur état 
de phosphorylation (Weigel N.L., 1996). Une autre option serait l'interaction de 
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FXRa avec d'autres protéines, notamment avec d'autres facteurs de transcription, qui 
résulterait en l'activation de la transcription du gène de la P-caténine. De façon 
générale, l'augmentation d'expression de la P-caténine dans les cellules DLD-1 sur-
exprimant FXRa était inattendue puisqu'une des fonctions de la P-caténine est de 
favoriser la prolifération cellulaire de par son activité co-transcriptionnelle. Afin de 
caractériser spécifiquement l'activité co-transcriptionnelle de la P-caténine suite à la 
surexpression et/ou l'activation de FXRa-HA, nous avons effectué des essais 
luciférase utilisant le vecteur TopFlash et le vecteur contenant le promoteur de la 
Cycline Dl. Tel qu'observé à la figure 28, il y a augmentation de l'activité de la P-
caténine sur le promoteur Topflash en présence de FXRa-HA, qui n'est cependant pas 
conservé suite à l'ajout du ligand GW4064. De plus, cette augmentation par FXRa-
HA de la luminescence n'est pas observable pour le promoteur de la cycline Dl, cible 
de l'activité transcriptionnelle de la P-caténine. Ces résultats préliminaires sont donc 
de prime abord discordants avec la réduction de la croissance cellulaire par FXRa et 
surtout non extrapolables à un promoteur endogène. L'augmentation de l'activité de la 
luciférase en présence du vecteur TopFlash, peut être expliquée par une affinité plus 
forte pour le promoteur artificiel retrouvé sur TopFlash, en comparaison au promoteur 
endogène de la cycline Dl. Les résultats obtenus suggèrent qu'une surexpression de 
FXRa-HA résulte en une augmentation de l'expression génique de la P-caténine, sans 
majoration de son activité transcriptionnelle. Une explication à considérer serait 
l'augmentation de la P-caténine dans les complexes adhérents, tel que retrouvés dans 
les cellules intestinales différenciées. En effet, l'augmentation de p-caténine dans les 
complexes des jonctions adhérentes pourrait permettre une meilleure stabilité des ces 
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complexes, sans affecter l'activité co-transcriptionnelle de P-caténine au noyau. La 
distribution protéique de p-caténine pourrait être vérifiée dans les cellules sur-
exprimant FXRa-HA, par immunobuvardage de type Western, à partir des fractions 
cellulaires membranaires, cytoplasmique et nucléaires. De plus, une 
immunoprécipitation des complexes protéiques contenant la E-cadhérine permettrait 
d'observer si la surexpression de FXRa augmente la quantité de p-caténine dans les 
jonctions adhérentes. 
Dans un second temps, nous avons tenté de déterminer l'effet de FXRa-HA et 
son activation sur des gènes bien connus pour leur implication dans la carcinogenèse 
colique tel que COX-2 et c-myc (figure 29). COX-2 est une enzyme surexprimée dans 
les cancers colorectaux. Son activité résulte en la production de prostaglandines qui 
favorisent la prolifération cellulaire. C-myc est un facteur de transcription également 
surexprimé dans les cancers colorectaux. Il induit plusieurs gènes impliqués dans la 
croissance cellulaire. Nous avons déterminé que l'activation de FXRa-HA par 
GW4064 dans les cellules DLD-1 module à la baisse l'expression génique de COX-2 
(figure 29a), sans moduler de façon significative l'expression de c-myc (figure 29b). 
Cette modulation à la baisse d'un gène favorisant la prolifération épithéliale du côlon 
appuie l'hypothèse que FXRa joue un rôle de suppresseur de tumeur dans le 
processus de carcinogenèse colique. Nous ignorons pour le moment le mécanisme 
moléculaire impliqué dans la régulation à la baisse de COX-2 par FXRa-HA. En effet, 
il n'est pas reconnu que FXRa possède une activité régulatrice transcriptiormelle 
négative, comme rapporté pour les récepteurs aux hormones thyroïdiennes (Yoh S.M 
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et Privalsky M.L., 2001). Une possible explication serait la compétition entre FXRa 
et les facteurs de transcription NF-KB (nuclear factor-KB) et AP-1 (activator protein-
1) (qui induisent l'expression de COX-2) pour le coactivateur CBP. Ce phénomène est 
documenté pour le récepteur nucléaire PPARy (Konstantinopoulos P.A. et al., 2006). 
Une seconde explication serait l'interaction inhibitrice de FXRa avec NF-KB, 
également rapporté pour PPARy (Chung S.V. et al., 2000). Il est intéressant de noter 
que l'activation de FXRa-HA a pour effet une diminution de la croissance 
sensiblement similaire à celle engendrée par les inhibiteurs spécifiques de COX-2 
(Yazawa K et al., 2005), ce qui suggère une pertinence clinique potentielle de cette 
approche pharmacologique. Il est connu que les cellules HT-29 expriment plus 
fortement COX-2 que les cellules DLD-1 (Yazawa K et al., 2005). Dans le but de 
confirmer les résultats obtenus avec les cellules DLD-1, il serait donc intéressant de 
vérifier l'expression de COX-2 dans les cellules HT-29 sur-exprimant FXRa-HA et 
traitées au GW4064. En résumé, les résultats obtenus dans les modèles cellulaires 
DLD-1 et HT-29 surexprimant FXRa-HA supportent l'hypothèse que FXRa inhibe la 
prolifération, possiblement via la modulation à la baisse de COX-2, et ainsi 
contrecarre l'action proliférât!ve des sels biliaires. 
3 Modulation de l'état de différenciation des cellules épithéliales 
intestinales par FXRa 
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Dans un contexte physiologique, les cellules épithéliales intestinales cessent-de 
croître pour entrer en différenciation terminale afin d'accomplir leurs fonctions 
cellulaires. La littérature suggère que FXRa est exprimé dans les cellules en 
différenciation alors que nos résultats supportent que son activation inhibe la 
croissance cellulaire. Nous avons donc voulu déterminer le rôle joué par FXRa dans 
la différenciation épithéliale intestinale. 
Dans un premier temps, nous avons caractérisé l'expression de FXRa dans 
l'iléon et le côlon dans un contexte physiologique, en effectuant des 
immunobuvardages de type Western et des imrnunohistochimies à partir de tissus de 
souris. Nous observons la présence plus importante de FXRa par immunobuvardage 
de type Western dans l'iléon comparativement au côlon (figure 31), tel qu'observé 
dans la littérature (Kim I. et al 2007). La présence de 2 bandes dans le côlon n'est pas 
inhabituelle puisque de telles observations ont déjà été faites (Kim I. et al 2007), bien 
que l'explication en soit inconnue. L'analyse immunohistochimique de FXRa dans 
l'iléon permet de visualiser son expression restreinte aux noyaux des cellules 
épithéliales de la villosité (figure 30a). Nos observations sont en accord avec l'analyse 
des ARNm de FXRa dans la villosité de l'iléon (Inagaki T., 2006). Cette expression 
nucléaire dans les cellules non prolifératives et en différenciation suggère un rôle dans 
ces processus. Dans le côlon, les cellules épithéliales exprimant FXRa sont beaucoup 
plus dispersées le long de la crypte (figure 30b). Par contre, une expression plus forte 
dans les cellules du 2/3 supérieur de la crypte est observée de façon constante, en 
corrélation avec les cellules ne proliférant plus. Ces analyses immunohistochimiques 
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permettent de constater que l'expression de FXRa est plus organisée dans l'iléon que 
dans le côlon (figure 30). 
Afin de caractériser l'expression de FXRa et l'effet de son activation sur la 
différenciation cellulaire intestinale, les cellules Caco-2/15 sont le modèle cellulaire le 
plus utilisé. En effet, ces cellules cancéreuses ont la particularité d'amorcer la 
différenciation intestinale comme observée dans le petit intestin lorsqu'elles sont 
cultivées à post-confluence. Nous avons dans un premier temps caractérisé 
l'expression génique de h-FXRa dans les cellules Caco 2/15 à l'atteinte de la 
confluence. Tel qu'observé à la figure 36, l'induction de FXRa coïncide avec 
l'expression de gènes marqueurs de l'état de différenciation, tel que la sucrase 
isomaltase (S.I.) et l'occludine. Ainsi, FXRa est exprimé tôt dans les cellules en 
différenciation intestinale, ce que corrobore le marquage immunohistochimique de 
FXRa dans d'iléon ainsi que des observations de la littérature (de Gottardi A., et al 
2004). 
Puisque FXRa est exprimé dans les Caco2/15 à post-confluence, nous avons 
voulu déterminer si FXRa est un marqueur de différenciation intestinale ou un acteur 
dans cette différenciation. Pour ce faire, nous avons traité les cellules Caco-2/15 
amorçant leur processus de différenciation, à 10 jours post-confluence, avec le 
GW4064 et déterminé l'expression de certains marqueurs de différenciation. Tel 
qu'observé à la figure 37, l'induction de SHP confirme que l'expression de FXRa est 
suffisante à une réponse transcriptionnelle mesurable. De plus, nous observons suite à 
l'activation spécifique de FXRa, une induction significative des gènes S.I. et p27, 
151 
mais non significative des gènes ALP et occludine. Ces résultats supportent 
l'hypothèse qu'un rôle est joué par FXRa dans la différenciation intestinale des 
Caco2/15. Comme mentionné ultérieurement, p27 est une protéine impliquée dans le 
maintien de l'arrêt du cycle cellulaire, en plus de maintenir l'état de différenciation 
des cellules épithéliales intestinales (Quaroni A., et al., 2000). La modulation de S.I. 
est très pertinente puisque les déterminants de l'expression de cette l'enzyme furent 
largement étudiés dans l'épithélium intestinal du petit intestin. En effet, l'expression 
de la S.I. est régulée par plusieurs facteurs de transcription exprimés spécifiquement 
dans les cellules intestinales en différenciation (Traber P.G. et al 1998 et Boudreaut F. 
et al., 2002). Dans le but de déterminer si FXRa module directement la S.I., des essais 
luciférases ont été effectués dans les cellules 293T avec les vecteurs pLenti-vide ou 
pLenti-h-FXR-HA et pG12-pS.I, en présence ou non de GW4064 (figure 38). Dans cet 
essai préliminaire, nous n'avons pas observé de modulation de l'activité luciférase 
induite par FXRa. Ce résultat ne signifie pas nécessairement que FXRa ne module pas 
la S.I. de façon directe, mais indique qu'il n'a aucune séquence reconnue par le 
complexe transcriptionnel RXRa/FXRa sur la séquence promotrice de S.I. entre -
201pb à +134pb du site initiateur de la transcription (séquence présente dans le 
vecteur pGL2-pS.L). De plus, cette expérience devrait être effectuée avec des cellules 
intestinales ou se trouve différents coactivateurs. Afin de vérifier les gènes modulés 
directement par FXRa, la Technique de ChIP on ChIP avec les cellules Caco 2/15 a 
post confluence, serait une méthode plus efficace. 
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Nous n'avons pas observé que l'activation de FXRa majorait significativement 
l'induction des gènes ALP et occludine dans les cellules Caco 2/15 à 10 jours post-
confluence. Cependant nos résultats démontrent une grande variabilité pouvant 
s'expliquer par l'enclenchement de la différenciation de façon mosaïque de ces 
cellules. Ce phénomène entraîne une forte variabilité de l'état de différenciation dans 
les différents essais à 10 jours post-confluence. Nous n'avons pas utilisé les cellules 
Caco 2/15 à 30 jours post-confluence, considérées dans un état de différenciation 
homogène, puisque l'expression de certains gènes diminue par une accumulation de 
leur niveau protéique dans les cellules, comme démontré pour la S.I. (Traber P.G., et 
a l , 1992). De plus, les cellules Caco-2/15 n'ont été traitées que 24h avec le GW4064 
et il est possible qu'un traitement plus long (48-72h) aurait contribué à augmenter 
l'induction de certains marqueurs de différenciation, tout en réduisant la variabilité de 
cette induction. 
Une autre stratégie utilisée afin de caractériser le rôle de FXRa dans la 
différenciation des cellules Caco 2/15 est d'inhiber de façon stable son expression par 
un shARN spécifique (sh-FXR), introduit par infection lentivirale. Des résultats 
préliminaires nous indiquent que ce modèle est valide puisque nous avons observé 
une diminution importante de FXRa et de son gène cible SHP (figure 38). Nous 
observons également une modulation à la baisse des gènes de la S.I. et de l'occludine 
(figure 38). Ces résultats préliminaires, ainsi que les précédents, supportent qu'une 
activation de FXRa favorise la différenciation cellulaire intestinale. 
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En utilisant différentes techniques nous avons caractérisé l'expression de FXRa 
dans des modèles de différenciation intestinale. L'immunolocalisation de FXRa dans 
les cellules différenciées d'iléon de souris, ainsi que son induction dans le modèle 
cellulaire de différenciation intestinal Caco 2/15 suggèrent que l'expression intestinale 
de FXRa est contrôlée par certains facteurs présents dans les cellules non 
prolifératives et en différenciation. Bien que préliminaires, autant l'approche 
d'activation de FXRa que celle de sa sous-expression supportent son rôle favorisant la 
différenciation intestinale. 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
Les sels biliaires sont associés à l'augmentation de la carcinogenèse colique. 
Or, l'expression de FXRa, dont les ligands physiologiques sont les acides biliaires, est 
diminuée dans ces cancers. La carcinogenèse se caractérise par une croissance 
désordonnée, causée par une défaillance dans les processus de contrôle de la 
prolifération et/ou de la mort cellulaire. Nous nous sommes donc intéressé au rôle 
joué par FXRa dans la régulation de la prolifération des cellules cancéreuses du côlon, 
ainsi que dans la protection qu'offrait FXRa contre l'effet pro-prolifératif des sels 
biliaires. Par la suite, nous avons exploré le rôle joué par FXRa dans la régulation de 
la différenciation intestinale, puisque l'arrêt de prolifération est finement couplé à la 
différenciation dans les cellules intestinales. 
Dans les modèles cancéreux du côlon HT-29 et DLD-1, nous avons déterminé 
qu'une surexpression stable de FXRa-HA atténuait l'augmentation de croissance 
induite par un acide biliaire primaire (CDCA). De plus, le traitement par un agoniste 
spécifique de FXRa, GW4064, nous a permis de corroborer l'effet antiprolifératif 
faible mais consistant de FXRa dans les cellules DLD-1. Bien que nous ne 
connaissions pas le mécanisme exact par lequel l'activation de FXRa est associée à 
une réduction de croissance, celle-ci s'accompagne d'une baisse d'expression de 
COX-2. Cet enzyme est surexprimé dans les cancers colorectaux, et favorise la 
prolifération cellulaire. Les cellules DLD-1 ont permis d'associer l'activation de 
FXRa-HA, par un agoniste spécifique (GW4064), avec la diminution de la 
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carcinogenèse par la modulation à la baisse de COX-2 et à la hausse Bcl-2. En effet, 
la présence de Bcl-2 est un marqueur prédictif de survie favorable dans les cancers du 
côlon chez l'humain, ce qui laisse présager un rôle dans le développement du cancer 
colorectal. 
Afin de corifirmer les observations sur la prolifération et la carcinogenèse 
réalisées dans les modèles cellulaires intestinaux, il serait intéressant d'utiliser des 
modèles in vivo. Par exemple, un modèle murin n'exprimant pas FXRa 
spécifiquement à l'intestin auquel on induirait la carcinogenèse colique par l'AOM en 
combinant l'administration de GW4064. Des puces à ADN avec les tissus des côlons 
permettraient de déterminer plus spécifiquement le rôle de FXRa dans la 
carcinogenèse colique et les gènes modulés par FXRa. 
Nous avons constaté que FXRa était exprimé précocement lors de la 
différenciation des cellules épithéliales de l'iléon murin, et qu'il était induit dans le 
modèle cellulaire de différenciation intestinale Caco-2/15. Nous avons donc vérifié si 
l'activation de FXRa jouait un rôle dans la différenciation intestinale. Les résultats 
obtenus autant suite à l'activation de FXRa par GW4064 que suite à la sous-
expression de FXRa, dans les cellules Caco 2/15 après 10 jours post-confluence, 
supportent l'hypothèse que FXRa augmente l'état de différenciation intestinale, par 
l'observation d'une modulation génique à la hausse de la S.I. et de p 27 lorsque FXRa 
est activé. L'augmentation d'expression du gène de la S.I. est un indicateur de 
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différenciation puisqu'il est exprimé dans les cellules intestinales différenciées et la 
protéine p27 joue un rôle dans l'arrêt du cycle cellulaire et le maintien de la 
différenciation intestinale. 
Nous avons initié la caractérisation de l'effet de l'activation de FXRa sur la 
différenciation intestinale dans les cellules Caco 2/15. Afin de compléter cette 
caractérisation, il serait pertinent de déterminer si la perméabilité de la monocouche 
que forment les cellules Caco 2/15 à post-confluence, qui est caractéristique de 
l'épithélium intestinal différencié et fonctionnel, est augmentée par l'activation de 
FXRa. De plus, plusieurs gènes de jonctions cellulaires, tels que la E-cadérine, de 
structure, tel que la villine et d'autres enzymes spécifiques des cellules différenciées 
compléteraient cette caractérisation. 
En conclusion, ces résultats supportent l'hypothèse que FXRa possède un rôle 
suppresseur de tumeur dans l'épithélium intestinal en diminuant la prolifération 
cellulaire et augmentant la différenciation cellulaire, qui est un processus perdu dans 
les carcinomes. 
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Tableau 2 : 
Séquences et conditions des amorces utilisées pour les clonages et les PCR quantitatif. 
oligo sens antisens 
Clonage 
h-FXR 5'- ccggatccaccateetaa 
tgcagtttcaggggt-3' 
BAM HI. Kosak. de départ 
5 '-ccgctcgagfcactgcacgtcccag 
atttcacagagaagtgg-3 ' 
Xho I. de terminaison 
Temp 
95°C 5 min, 35X (95°C 1 min, 60°C 1min, 72°C 2min) 72°C 7min Fragment de 1481pb 
h-FXR-HA 
Même que h-FXR 
5'-ccgctcgagfcacgggag2ctagcataatcaggaac 
atcatactgcacgtcccagatttcacagagaagtgg-3' 
Xho I, de terminaison, séquence HA 
95°C 5 min, 35X (95°C 1 min, 60°C 1min, 72°C 2min),72°C 7min 
m-FXR 
mFXR-HA 
5 ' -cc2E2atccaccaf2eteateca2tttcaa 
ggc-3' 
BAM HI, Kosak, de départ 
Même que m-FXR 
5 ' -cc2Ctc2a2fcact2cacatcccagatctcaca2-3 ' 
Xho I, de terminaison 
5'-ccgctcgagfcacgggaggctagcataatcagg 
aacatcatactgcacatcccagatctcacag-3' 
Xho I. de terminaison, séquence HA 





m A B P Sac 
1/Xho 








Même qu'IBABP BamHl/XhoI 






5 '-gggcttagaaaatccaattcagatta-3 ' 




* 95°C 10 sec, 62°C 10 sec, 72°C 5 sec 
hSHP 
Wil l in 


















5 '-catcttgaccctgcaattt-3 ' 
5 ' -gcacaggacttactccacagc- 3 ' 
5 '-agccgagatggcccagaat-3 ' 
5 ' -caagaggcgaacacacaacgtct-3 ' 
5 '-aagcaagtgaagggatctgc-3 ' 
5 '-acctgctaccgccactctgt-3 ' 
5'-gagaaaactgctcaacaccgga-3' 
5 ' -aagcttgcagctcatgacaa-3 ' 
5 ' -ttgctgtccgagaggtttct-3 ' 
5 ' -agggaccatcctcttcaacc-3 ' 
5 ' -ttcagttctgggaaaatggtg-3 ' 
5'-cccatgtctttgcttttggt-3' 
5 ' -gctggtgaaaaggacctct-3 ' 
5 ' -tçgagttccaaaaaactgaatgcttgttaatc 
tgafcfcttgaatcagttaacaagcattcagg-3 ' 
Xho I, ARN Pol III terminaison, boucle 
5'-tggggtgtggctgagtgaag-3' 
5'-acctctccagctaccacgtt-3' 
5 ' -attccattctggctggcatc-3 ' 
5 ' -caccaatcaatgcagtttgg-3 ' 
5'-gtgggttgctgagatgttgat-3 ' 
5'-aagggcaaggtttcgaatcaa-3' 
5 ' -aactgttctcgtcgtttccgcaa-3 ' 
5 '-ggggttatggtccaaagtca-3 ' 
5 ' -ctccctggcctgcattatctc-3 ' 
5 ' -cacaacgttccaaaatcccrtg-3 ' 
5 ' -tccattgtctgtccgtttga- 3 ' 
5 ' -cgctttgacaaggctggagac-3 ' 
5'-ccaatgatagggcgaaagaa-3' 
5 ' -ggagaacaattctgggtttga-3 ' 


































































Cycline Dl (sc-753) 







































































ggj£>Es3E3 1SS8BB55I grog-, AAG GGC 
iGGG AAG TGG^HTTC CCG cj.ro _ ^^^^^H ^ffl I 
Commente for pLenti6A/5-D-TOPO® 
6964 nucleotides 
RSV enhancer/promoter; bases 1-229 
HlV-1 5' LTR: bases 230-410 
5'spjîce do[lor~basç52Q 
HIV-Î pst (y) packaging séquence: bases 521-565 
HlV-1 ReVresponse élément (RRE): bases 1075-1308 
3' éplice accepter: base 1656-
3„'splice accepter: base 1684 
CMV promoter: bases 1809-2392 
CM V forward priming site;,bases 2274-2294 
Directional TOPQ^s'rte:' bases 2431-2444 
V5 epitopej: bases.2473-251,4 
V5(C-termj reverse priming site: bâses\2482-2502 
SV40 early promoter and origin: bases' 2569-2878 
EM7 promoter: bases 2933-2999 
Blasticidin. résistance geneïbases 3000-3398 
ÀÙ3/HIV-1 3' LÏR: basée 3485-3718 
AU3; bases 3485-3537 
TruncatedHlV-1 3'LTR: bases 3538-3718 
SV40 polyadenylation signal: bases"3790-3921 
bla promoter- bases 4780-4878 
Ampicillin {bla) résistance gène: bases" 48J9-5739 
pUC origin: bases 5884-ë557 
pGÇX-lW (Z7-480S-01I 
Thrombln 
Iteu Val Pro-Arg^Gly- ser IPro Glu Phe Ile Val Thr Asp 
aeGTTCCG CGTGGATCC CCG^ GAATTC ATC6TG ACT GACTGA CSA 
'ecmHI ' EcoRI Stopcodons 
pGEX-ZT (ZN801-01) 
, TTrombm 
lteuVd pro Argfsiy »serlpro Oy Ile Hls.Arg Asp 
CKSnCCSCGTGGA'TCCCCGSSAAtfCATCSTGAGTGÂ CTGACG 
ÎBon»Hll's,nq|'l6com stop codons 
Thrombln Kinase-
Wvdf>i»Jirg''Gy$erlUrg Arg Ala SerYdl 
aSGTTCCGCGTGGAICT ÇG|CSTGCATCTGTr GjATO: CCS.GGAATTCATCGTGACfGA 
8atHl ' ,«n a i ' lecoR' i ' Stopcodons 
»GEX-4T-tB7-<(58tt-ca) 
Thrombln 
lieu va Pno Arg*Gy Ser Ipro Glu Phe Pro Gy Arg Leu-Glu Ara Pro m Ara Asp 
CTG GTT-CCG CGT/9GA TCCCCG SAA TTCCCG GGT CGACTC GAfiCGG CCS CATCGT GACTGA 
Ba«HI "epoR.l,'Sma,'"lSo|l » » ( N * 1 Stopcodons 
pGÇX-4T-2 BTMSSVOI) 
Thrombln 
keuvd prd Arg^ Gly Serlpro Gy Ile Prû Gy Ser Thr Arg Ata Alâ AJa Sef-
aGSTr<0SCST>SGAKC|CCAG|GaATTCCCGGGTC6AQ'CGA1GCaGCCGCATCGTgA 
BamHI ewBl snpi • M 1 »ù>l Not| ' Stap.wdon 
pGEX»4T-5 E7-4S83-011 
Thrombln 
l ieûyd Pro Arg-lGyïSel-h?ra Asn Ser Arg Val Asp Ser Ser Gy Arg lie val rrhr Asp 
CTSSTTCCaCGrGGATCCiCeaMTTÇCCSaiOTeGACJCGAaCGGCCGCAT&GTg/Aa GACTGA 
BamHl' 'ecoB( l ' ;m ( 1; 'JSoll l jjhpi''-1 Notl ' Stopcodons 
PGEX-3X B7-480I-OI1 
Fgctcrxo 
ille «tu GtyArg^Giy ife Prû Ghr ftèn Ser Ser 
ATCGAA GGT CGT a66>TC.QX GGSAATTfft TCÔ TGAÎTGACTGAC 
8qmHi sraal « o R I Stopcodons 
pGEX-SX-ÏËT^w-OiU 
foctorXa 
1 Ile G)u sy. Arg^Gly Ile Pro Glu Phe Pro ay Arg leu Glu Arg Pro Hls Arg Asp. 
ATCGAA GGT CGT <36G ATCCCC SMTTCCCG GGT CGACTC GAG CGSCCG ÇATCGTgACTGA 
Banni' 'tcom1 'ana ^ ' ' SaM ' ^ , ' ' Nott Stopcodons 
pGEX-SX-2 E7-flS9S-qif 
foctorXa 
Ille Glu-Gly A r g l W Ile Prù Gly Ile Pro Gly Ser Thr Arg Ala Aid Ala Ser 
ATCGAA GGT CGT flSGATCCCCaGAATTCCCJSGgTCG ACTCGAGCG6CCGCATCGTGA 
SainKI 'E<»RJl'SBlal'-1 Sdl1 j ^ q , Notl ' Stopcodon 
î>GEX-5X-3E7-'te86,oi) 
foctorXa 
tlle Giaaiy ArgPsy. fle Pro Arg Asn Ser Arg Vd Asp Ser ser Gly Arg Hé Vol thr Asp 
ATCSAAGGTCGT GGgATCCCCAGGAAT TCCC&GTe GACTCSAGfcGGCCGCATC GTS ACT GACTGA 
••BamHr' 'ecoRr1 'Srna,J sal i ' ^ t J Notl stopcodons 
pGEX-6P4c?-«97-Oiï 
PreSclsslorï*Protease 
iLeu Çlu val LeuPfieGIn^Gly Pro Leu Gy Set Pro Glu Phe Pro « y Arg leu Su Arg Pro Hls 
CTG GAAGÏT CTG TIC CAG GGG CCC CTS GGA TCC .CCS.SAA nCCCG'ajJT CGACTC GASCgeCCGCAT 
BomBi -EcoRI smal sali «hpT l * " 
pGEX-6P-2(Z?-«98-oi) 
PreSclsslorrProtease 
lieu Glu val LeuPhe GJn*Gy prolleu Gy serPro Gy Ile Pro Gy Ser Thr Arg ATa Ala Ala ser 
CTG; SMGTT CXG TTCCAG GGG CCC CTGGGATCqCO^GGAATrCCC G,GGTCSACT CGAGCaSCCSCATQj 
BomHt £cofir l ' 's m a^Js<iH l ' j ( h o ï ' ' Notl 
jjGEX-6P-3 ar ^SM.-OII 
PresasSIorT Proteose 
lieu Glu Vd Leu Phe Gln^ay ProReu Gly Ser Pro Asn Ser A-g Val Asp Ser Ser Gy Arg 
, ÇTGGMGTTCTGnCCAgGGGCÇÇCTG.GGATCqgaMTTCraâSGTCGACTCGAGCG&CGC 
ti
 ^ o û ^ î h T T 1 MM» 
2004 
SynShetSe poly(A) 
signai / transcription al 




















pGL3-Basic Vector séquence référence points: 
Base pairs 4818 bases 
Promoter (none) 
Enhancer (none) 
Multiple cloning région 1-58 
Luciferase gène (luc+) 88-1740 
GLprimer2 binding site 89-111 
SV40 late poly(A) signal 1772-1993 
RVprimer4 binding site 2061 -2080 
ColE 1 -derived plasmid replication origin 2318 
beta-lactamase gène (Ampr) 3080-3940 
fl origin 4072-4527 
Synthetic (upstream) poly(A) signal 465 8-4811 





























Mftd m 47 
Séquence référence points: 
Multiple cloning région 1.49 
SV40 Promoter 42.244 
Luciferase gène (lue) 268.1920 
GLprimer2 binding site 269.291 
RVprimer4 binding site 2988.3007 
ColE1-derived plasmid replication origin 3245 
©-lactamase (Ampr) gène 4007.4867 
f1 origin 4999.5454 
















5* G TAA AAC CAC CGC CAC TfiA ATT CXK$1 
3' C ATT TTC CTS CCC CTC ACT TAA ( 
I t c Z f W I M J H a L n S c r A n l k r i y r t e 
M 1 M M M - A - _SS3L_ 
T* Tri OB «°« _ _ J M _ 
TmuiimiBi*«lM 
t CCA ATT 
! CCT TAA 
Ser lfcr Pn Ser An 
ton 51 ma 
G6& GCT CCA CCG CGQ TGG CSG CCG CTC TJU3 AAC TAG TGG ATC CCC CGC GCT GCA GGA AXT CGA TAT CAA GCT TAT CGA T&C CGT COA CCT CGA GGQ GGG GCC CGG TAC CCA 
CCT CGA GGT GGC GCC ACC GCC GGC GAG ATC TTG ATC ACC TAS GGG GCC CGA CGI CCT TAA GCT ATA GTT CGA ATA GCT ATS GCA GCT GGA SCT CCC CCC CGG GCC ATG GGt 
Sv Svvp i t i M M n « | ( i l i i l i i < i h i 4 4 i i i S > 4 i l i ta ta k la l> k Sttm l» s» »i s» n M «i h H h 
GCT TTT STT 
ÇOA AAA CAA 
S e r U t A m a y l K ' n i r U I T b r 
CSC 6CT TOS CST AAT CAT GÇT CAT ASC TST TTC CTG 3 ' 
GCQ CSA ACC OCA tTA STA CCA CIA TCfl ACA AA8 CAC S* 
npamv 'Hl&WCBicaQfanenEiigpiimt^UHna 
I n s k l S a t S i r l ' r a l l i i I b l t t t l t r l I k t 
Additional Information: 
CAP protein binding site - 938-901 (compl. strand); 
mRNA (LacZ) starts at nt position 854 (compl. strand); 
lac repressor binding site - 854-834 (compl. strand); 
fl packaging signal [pBluescript II SK/KS(+)] - 366-457; 
fl packaging signal [pBluescript II SK/KS(-)] - 5-96 
Product Description: 
Transfection grade T-cell 
factor (TCF) reporter plasmid containing two sets (with 
the second set in the reverse orientation) of three 
copies of the TCF binding site (wild type) upstream of 
the Thymidine Kinase (TK) minimal promoter and 
Luciferase open reading frame. FOPflash (Catalog # 
21-169) containing mutated TCF binding sites is also 
available as a négative control 
Plasmid Information: 
TCF binding site (wt) séquence: 
AAGATCAAAGGGGGTAAGAKCAAAGGGGGTAAAATCAAAGGGGGCCCCCTTTGATCTTACCCCCTTTGATCTTACCCCCTT 
TGATCTTA 
Locations of cDNA Features: 
TCF binding sites: nt 404 to 492 
TK promoter: nt 528 to 688 
Luciferase ORF: nt 691 to 2343 
DNA Séquence: The complète séquence file of this 
plasmid is available at: http://www.upstate.com. 
Comments for pLenti6/U6shRNA 
6837 nucleotides 
RSV/5' LTR hybrid promoter: bases 1-410 
RSV promoter: bases 1-229 
HIV-1 5' LTR: bases 230-410 
5' splice donor: base 520 
HIV-1 psi (y) packaging signal: bases 521-565 
HIV-1 Rev response élément (RRE): bases 1075-1308 
3' splice acceptor: base 1656 
3' splice acceptor: base 1684 
a«B1 site: bases 1891-1915 
U6 promoter: bases 1952-2215 
Pol III terminator: bases 2259-2264 
attB2 site: bases 2269-2293 (C) 
SV40 early promoter and origin: bases 2442-2751 
EM7 promoter: bases 2806-2872 
Blasticidin résistance gène: bases 2873-3271 
AU3/3' LTR: bases 3357-3591 
AU3: bases 3357-3410 
3'LTR: bases 3411-3591 
SV40 polyadenylation signal: bases 3663-3797 
bla promoter: bases 4653-4751 
Ampicillin {bla) résistance gène: bases 4752-5612 
pUC origin: bases 5757-6430 
Résultat du séquençage de la séquence clonée correspondant à h-FXR<x4 
FXR alpha-4 - T3 





1 NSWSVSNGTG GKCgGCcgcN CTAGAAcTAG TGGAtMacCA TGGTAATGcA GTTTcAGGGG 
61 TTAGAHAATC CAATTCAAAT TAGTCcTCAC TGCAGCTGTA CGCcGTCAGG ATTTTtcATG 
121 GAAATGATGA GTATGAAGCC CGCGAAAGGT GTtTtAACAG AACAAGTGGC AGGtCMctCT 
181 GGGACAGMAA CCTGGAAGTG GAACcATACT CGCAATACAG CAATGTTCAG TtTCCCCAAG 
241 TtCAACCACA GATTTCCTCG TCATCCTATT ATtCCAACCT GGGTTTCTAC cCCCAGCAGC 
301 CTGAAGAGTG GTACTCtCCT GGAATATATG AACTCAGGCG TATGCcAGCT GAGACTCTCT 
361 ACCAGGGAGA AACTGAGGTA GCAGAGATGC CTGTAACAAA GAAGCCCCGC ATGGGCGCGT 
421 CASAGGNGAG GATCAAAGGG GATGAGCTGT GTGTTGTTTG TGGAGACAGA GCCTCTGGAT 
481 ACCACTATAA TGCACTGACC TGTGAGGGGT GTAAAGGTTT CtTCAGGAGA AGCATTACCA 
541 AAAACGCTGT GTACAAGTGT AAAAACGGGG GCAACTGTGT GATGGATATG TACATGCGAA 
601 GAAAGTGTCA AGAGTGTCGA CTAAGGAAAT GCAAAGAGAT GGGAATGTTG GCTGAATGCT 
661 TGTTAACTGA AATTCAGTGT AAATCTAAGC GACTGAGAAA AAATGTGAAG CAGCATGCAG 
721 ATCAGACCGT GAATGAAGAC AGTGAAGGTC GTGACTTGCG ACAAGTGACC TCGACAACAA 
781 AGTCATGCAG GGAGAAAACT GAACTCACCc CAGATCAACA GACTCTTCTA CATTTTATTA 
841 TGGaTTCATA TAACAAACAG AGGATGCCTC AGGAAATAAC AAATAAAATT TDAAAAGAAG 
901 AATTCAGTGC AGAAGAAAAT TTTCTCATTT T 
// 
FXR alpha-4 - T7 





1 ACGtCCAGAT TTCACAGAGA AGTGGGGTAA ACTTGTGGTC GTTTACTCTC CATGACATCA 
61 GCATCTCAGC GTGGTGATGA TTGAATGTCC GTAATTCAGT CAGGCGACCC AGGAGACAGG 
121 CAAAGTGTTG AGGATTTTCA GGCTGGTGAA TCTTACACAA CTTTTGTAGC ACATCAAGAA 
181 GTGGCTCCTG AAGCTTCTCT ACTGCCTCTC TATCCTTTAT GTATTGTCTA TCTGGAGACA 
241 GGATAACAAT TGCTGTAAGC AGAGCATACT CCTCTTGAGT CATTTtCAGT TCCCCAATAC 
301 TTTTATAAAA ACTAAACATA GGTGTTATAT ATTCATCAGA GATACCACTA TTTCGAATTC 
361 TTTCTTCCAA TAGGTCAGAA TGCCCAGACG GAAGTTTCTT ATTGAAAATC TCAGCTGAAC 
421 GAAGGAACAT AGCTTCAACC GCAGACCCTT TCAGCAAAGC AATCTGGTCT TCATGGTCCA 
481 AAGTCTGAAA TCCTGGTAGC TTTTTTGTGA ATTCTACAAG AACCTGTACA TGATTGGTTG 
541 CCCATTTCCG TCAAAATGAG AAAATTTKCT tCTGCACTGA ATTCTTCTTT TAAAATTTTA 
601 TTTGTTATTT CCTGAGGCAT CCTCTGTTTG TTATATGAAT CCATAATAAA ATGTAGAAGA 
661 GTCTGTTGAT CTGGGGTGAG TTCAGTTTTC TCCCTGCATG ACTTTGTTGT CGAGGTCACT 
721 TGTCGCAAGT CACGACCTTC ACTGTCTTCA TTCACGGTCT GATCTGCATG CTGCTTCACA 
781 TTTTTTCTCA GTCGcTTAGA TTtACACTGa aTTTCAGTTA ACAAGCATTC AGCCAACATT 
841 CCCATCTCTT TGCATTTCCT TAGTCGACAC TCTTGACACT TTCTTCGCAT GTACATATCC 
901 ATCACACAGT TGCCCCGTTT TTACACTTGT ACACAGCGTT TTTGGTAATG cTTcTCCTGG 
961 AGAAACCYTT 
Résultat du séquençage de la séquence clonée correspondant à pIBABP : 
pBS-pIBABP - T3 





1 TCTAGAACTA GTGGAcCGCA CTCCAGCCTG GGAAACAAGA GTGAAMTcCA TCTCAAAAAT 
61 AAATAAATAC ATAATAATCA CGAGAGCCTT TGCAGAGTGT TTTATACTTT GCACTGTCAA 
121 TTTTgTCCAA TGCAGAGGAC ATTCTCACAA GATGGGTAGG CCGGAGTGAT CACGGAGGAG 
181 ATAGAGTCCC TGCATGTGAA GTGGTACTgA GAGACACAGC AGGAAATGGA AGTCAAGATT 
241 CTGAACCCCT AACCCCTTCC AGCTCTGAAG CTTGAACAAA ATAAAACTCA TCCAGCATCC 
301 AGCCCAGTGC CTGGTGCACA GGCATCTTCA AGGCACCTGG CACCTTCTYC TcCAGGTGCG 
361 CTGCCTAGGC CCATGGGTGG CTGCTTTACT CTGGTTGCAT TATCTGCACC CTTAGGAGCA 
421 TCTGTTCTCC TTCAAGTTTG CTTTGCTCCA GCTAAACTCA TTGTTTCCTT TCATCATGGC 
481 CCTTTCCATC TTCGTCACAC TGTTCCCTCG TCCTAGAATA TCGTCTCCCT TTGTTCTCAG 
541 CCTCCTCCAA CCTTCCTGCT TCTCTACACA TCCAAGTCCT ATTGGTCCTC CAAGACGGGT 
601 GCCAAATGCC ACCTCCTCCC CAAACATGCA CTAGCCCTGC GCTGGACACC ATTGCTCCTT 
661 CCCCATGCTC CAGGTCAGCC ATCTGCTTTT CTCCTGGGGC ACATCACATC CTGCTTACAC 
721 AAGAACTCTC TGCAGGTGTG TGCTTGTCTC TGGACTAAAC CAAAGGCTCT TTtGGGAAAG 
781 GTGTGTGTCT CGTTCATCTG TGTTTcTTCA GTGCTGGCCC TGCATGCAGC AAGTGCTCAA 
841 GTGCTTTGGT TGCAGAGTTA GAGGGTGCAA GAGTGATGRG AGATGGGggc AGGgGgAGAT 
901 GGMGGGGRDg cAGaGGKCTC TCAaCGtGCA TCKMCTgTGC ATGGtGcAGC AYTCCCAGGT 
961 GATaCTGGGC TcTTTcT 
pBS-pIBABP - T7 





1 TTCTCACTCT CCATCTCGAA CTTGCCGGTG AAAGCCATGC TGCTGGGAGG CTGGAGGCAG 
61 AGAGCAGAGG GATGAGGAGA ATGGGTGGTG CTGAGGGGTC TGCTATCCCA GCTTATAAAC 
121 TCTCCCAGTT GCTGAGGCTC AGCCCCTAAG TCACCCCACT TCTTCTCCCT CCTGTCCTGA 
181 AGAGGAAGCA CTTGCTGTTT TATGATGTGG GCAGGACCTG GAGGGACAGA GCCCCGAGGT 
241 TATTCACCCT GGGGAAGTGC TGTCACCCCA TTGCCAGCAG GGTCAGGATG GCAACGGGTT 
301 TGAGGAGTCA TCACCTCTCT GCCCATCTCT CCCTCCGTTC CCGCATGCCC TGCCCTCAAC 
361 CCATGCTCTC ACCATCTCTC ATCACTCTTG CACCCTCTAA CTCTGCAACC AAAGCACTTG 
421 AGCACTTGCT GCATGCAGGG CCAGCACTGA AGAAACACAG ATGAACGAGA CACACACCTT 
481 TCCCAAAAGA GCCTTTGGTT TAGTCCAGAG ACAAGCACAC ACCTGCAGAG AGTTCTTGTG 
541 TAAGCAGGAT GTGATGTGCC CCAGGAGAAA AGCAGATGGC TGACCTGGAG CATGGGGAAG 
601 GAGCAATGGT GTCCAGCGCA GGGCTAGTGC ATGTTTGGGG AGGAGGTGGC ATTTGGCACC 
661 CGTCTTGGAG GACCAATAGG ACTTGGATGT GTAGAGAAGC AGGAAGGTTG GAGGAGGCTG 
721- AGAACAAAGG GAGACGATAT TCTAGGACGA GGGAACAGTG TGACGAAGAT GGAAAGGGCC 
781 ATGATGAAAG GAAACAATGA GTTTAGCTGG AGCAAAGCAA ACTTGAAGGA GAACAGATGC 
841 TCCTAAGgGG TGCAGATAAT GCAACCAGAG TAAAGCAGCC ACCCATGGGC CTAGGCAGCG 
901 CACCTGGAGG AGAAGGTGCC AGGTGCCTTG AAGATGCCTG TGCACCAGGC ACTGGGCTGG 
961 ATGCTGGATG AGTTTTATTT TGTtCAAGCT TCAGAGCTGG AAGGGGTTAG GGGTTCAGAA 
1021 TCTKGACTtC CATTTCCTGC TGTGTCTCTC AGTACaCTTC ACATGCAGGR CTCTATCTCT 
1081 TCGKGTCACT CSGCCTACCA TCTGTGaGAT GKCTCtGATt GRCAAaTGgC AGKGAAga 
// 
Résultat du séquençage de la séquence clonée correspondant à m-FXRa : 
mFXR - T3 
IOCUS fd28-07-0 1148 bp 












































































































































mFXR - T7 
LOCUS fd28-07-0 820 bp 
DEFINITION fd28-07-06_Samp_04_7924 
ACCESSION 
COMMENT 
ORIGIN 
1 
61 
121 
181 
241 
301 
361 
421 
481 
541 
601 
661 
721 
781 
SDggCRcAcA CKGgCATMRR 
AGACATCAGC 
AGGCAGGCGA 
TCAAGCAGGG 
GGAGAGAGGa 
CCAACACTTT 
CGAATTCTTt 
GcCGAACGaA 
TGATCCAGTG 
CTGGTTGCCA 
ATTtTATtTG 
AGGAGGGTCT 
AGGTCACTTG 
GCTGCTTcAc 
ATCTCAGCGT 
AATGCTGCGG 
GCTCCTGCAG 
TGaCGATCGC 
TATAGAAACT 
CTTCCAACAG 
GAAACATGGC 
TCTGAAACCC 
TTTCTGTTAA 
TGATTWcCTg 
GTWKGTCTGC 
TCGCAAGKCA 
ATKTttcCTT 
NcRCgMgKAG 
GGTGATGGTT 
GtTCTcAGGc 
CTTCTcCACC 
TGTGAGCAGA 
GAACATCGgG 
GtCTGCATGA 
CTSCACTGCG 
TGGRAGCTTT 
TATGAGARAA 
AGGCATTCTC 
CGTGAGTtCC 
CGCCCTTcGC 
AGCCGTTTAG 
CGggGTGMWC 
GaATgTCCGG 
TGGTACATCT 
GCCTCTCTGT 
GCGTACTcCT 
GTTATATACT 
CCGGCAGGAA 
GACCctKtGA 
tTTGTGARTT 
TTTTCTTCTG 
TGTTTgTTGT 
GWKTtWCTCC 
TGTCGKCCTS 
RtTTACACTK 
TtGTGMTCAc 
WGTTCCGTCA 
TGCACAGCTT 
CCTTGATGTA 
cCtGAGTCAT 
CATCAGAGAT 
GTTTCTTATT 
GCAAAGCAAT 
STACGaGAAT 
CACTAAATTC 
ACGAATCCAT 
CTGCAAAACT 
AWTAGCTGTC 
tCACTCTCCA 
GcGACCCAGG 
TtGTAGCACA 
TTgTCTGTCT 
TtTGAGTTCT 
ACCACTCTtT 
GAAAATCTCC 
CTGATCTTCG 
CTGTACATGA 
TtCTTtWAAG 
AATATAATCC 
TRGGTTgTGG 
TGAtCAGcGt 
